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1.1 ドラッグデリバリーシステム  
 
 一般的に、疎水性の高い化合物を薬として用いる場合、薬分子に親水性置換基を化学修
飾し、親水性のプロドラッグとする手法が用いられている。しかし、親水性化合物を血中
に投与した場合、分子サイズが小さいため、数 nm 程度の隙間を有する血管壁から透過し
て全身に拡散してしまい、それに伴い、重篤な副作用が引き起こされること、また、腎臓
から排出されやすいことが問題点として挙げられる 1)。  
そこで、近年、薬のサイズを 10 – 100 nm 程度にすることで、Enhanced Permeation and 
Retention (EPR)効果により、投与量の削減、副作用の軽減を目指したドラッグデリバリー
システム(Drug Delivery System: DDS)に関する研究が盛んに行われている 2-18)。EPR 効果と
は、10 – 100 nm 程度のナノ粒子とすることで、血中に投与した場合、分子状態とは異なり、
血管壁から透過して作用部位以外に拡散するのを防ぎ、さらに、腫瘍組織や炎症部位では
新生血管が不十分であり、200 nm 程度の隙間があるため、効率的に薬が届くという現象で
ある(Figure 1-1)19)。また、リンパ管の機能が不完全であるため、集積したナノ粒子を排出
することができないことも知られている。DDS 研究では、主に腫瘍 2-5)、炎症 6)、腸の疾患
7,8)などが対象となっている。例えば、腫瘍組織への DDS 研究では、100 nm 程度のサイズ
を有する高分子ミセルやハイドロゲル 9-15)、リポソーム 16-18)などが薬剤を担持するナノキ
ャリアーとして用いられる(Figure 1-2)。これらを達成することができれば、患者への身体
的負担が軽減でき、生活の質(Quality of Life: QOL)の向上が期待できる。しかし、これらの
ナノキャリアーを用いると、ナノキャリアーに対する抗原反応の発現や、薬剤担持率を十
分に確保できない(～10%)ことが問題点として残されており、さらなる研究が必要とされ
ている 3,20)。  
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Figure 1-1 EPR 効果の概念図  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1-2 ナノキャリアーの例  
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1.2 再沈法  
 
 再沈法は、対象化合物の溶液を激しく撹拌した貧溶媒中に一気に注入することで、急激
な再沈澱を起こし、微小な結晶、もしくは粒子を得る方法である (Figure 1-3)21)。これまで、
多くの有機化合物のナノ結晶が再沈法により作製され、そのサイズ領域に特有な光学的・
電子的性質が明らかにされてきた 22-25)。また、良溶媒の種類・注入溶液の濃度・貧溶媒の
温度・界面活性剤の添加など、再沈法の実験条件を変えることで、得られるナノ結晶のサ
イズ・形状が変化することが報告されている 22,24,26)。  
再沈法を利用したナノ結晶のサイズ制御の例として、1,6-di(N-carbazolyl)-2,4-hexadiyne 
(DCHD)ナノ結晶の研究が挙げられる 27-29)。DCHD は、ジアセチレンの一種であり、熱や紫
外線照射などにより固相重合が進行し、polyDCHD となる(Figure 1-4)。DCHD ナノ結晶の
作製条件の検討を行ったところ、貧溶媒に注入する溶液の濃度が増大すると、得られるナ
ノ結晶のサイズが増大することが明らかとなった。また、溶液に界面活性剤である SDS を
加え、貧溶媒の温度を 60 °C とすることで、ファイバー状の DCHD ナノ結晶が得られるこ
とが報告されている。得られた DCHD ナノ結晶を、紫外線照射により固相重合し、
polyDCHD を作製後の UV-Vis スペクトルを測定したところ、結晶サイズの増加に伴い、エ
キシトンの吸収ピーク位置がレッドシフトすることが明らかとなった。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1-3 再沈法の模式図  
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Figure 1-4 DCHD の固相重合  
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1.3 博士前期課程の研究  
 
 1.1 節で述べた通り、DDS 研究では解決しなければならない問題点が残っている。そこ
で、ナノキャリアーを用いず、薬化合物のみで構成されるナノ粒子 (薬剤ナノ粒子)を作製
することで、薬剤担持率の大幅な向上(～100%)が期待できると着想した。また、分子設計
を最適化することで、抗原反応の抑制も可能であると考えられる。これまでの研究で、薬
剤ナノ粒子は、ミリングやホモジナイザーなどを用いたトップダウン的な手法で作製され
ている 30-32)。しかし、温和な条件で作製した場合、100 nm 以下の微小なサイズのナノ粒子
を作製できないことが問題となっている 30,31)。 
これらの問題点を解決するために、博士前期課程時には、再沈法を用い、ボトムアップ
的手法で DDS 研究へと応用可能な抗がん活性化合物のみから構成された薬剤ナノ粒子の
作製を試みた(Figure 1-5)33-35)。まず、高い抗がん活性を有する疎水性化合物である SN-38、
ポドフィロトキシン(Podophyllotoxin: PPT)の 2 種類を対象化合物とし、それぞれの化合物
のナノ粒子の作製を再沈法により試みた。しかし、SN-38 に関しては長軸方向の長さが 10 
m 程度のファイバーが、PPT に関しては、マイクロサイズの粒子が生成した。そこで、
SN-38 および PPT の水溶性を減少させることでナノ粒子を作製できると着想し、それぞれ
の化合物の二量体を合成した。得られた二量体化合物のナノ粒子化を試みたところ、SN-38
二量体、PPT 二量体ともに約 50 nm の粒子の作製に成功した。得られた SN-38 二量体ナノ
粒子は、SN-38 の水溶性プロドラッグであるイリノテカンと比較し、非常に高い活性を有
することが明らかとなった。さらに、PPT 二量体ナノ粒子に関しても、PPT の水溶性類縁
体であるエトポシドと比較し、高い抗がん活性を示した。これら結果から、抗がん活性化
合物の水溶性を増加させるより、二量体とし、水溶性を減少させ、ナノ粒子とすることで
高い活性を示すことが明らかとなった。  
しかし、二量体化合物の分子設計と薬剤ナノ粒子の物理的・化学的性質、抗がん活性、
細胞浸透性や細胞取り込み機構、加水分解挙動などの関係は依然として不明である。上記
のことを明らかにすることは、DDS へと応用するために最適な薬剤ナノ粒子を作製する上
で非常に重要である。  
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Figure 1-5 博士前期課程時の研究概要 33-35) Reproduced from Ref.33 with permission from 
John Willey and Sons and ref.35 with permission from Chemistry Society of Japan (CSJ). 
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1.4  ナノ粒子点眼薬  
 
 1.1 節、1.3 節で抗がん治療における DDS 研究について述べたが、眼疾患の治療法へと
DDS を応用する研究に展開しつつある。眼の最表面の組織である角膜は、外部からの異物
の侵入を防ぐためにバリア機能を有していることが知られている(Figure 1-6)36-39)。表層は
疎水的な角膜上皮、その次に親水的な角膜実質がある。また、角膜上皮の最表層は細胞が
密に接着し、タイトジャンクションを形成している。一般的な点眼薬は、親水性化合物の
水溶液であり、疎水的な角膜上皮を透過することが困難である。また、疎水的な化合物が
マイクロ粒子の分散液として点眼薬に使用されることもあるが 40)、サイズが大きいため、
最表層のタイトジャンクションを透過しにくいという課題があった。そこで、疎水性化合
物のナノ粒子を点眼することができれば、サイズが小さいためにタイトジャンクションを
透過し、疎水的な化合物の集合体であるため、疎水的な角膜上皮も透過すると考えられる。
さらに、ナノ粒子表面は電荷を帯びやすいため、親水的な性質も有していること、また、
角膜上皮で加水分解された場合に、親水的な分子となる設計にすることでも、角膜実質を
透過することが期待できる。  
 ナノ粒子により構成された点眼薬(ナノ粒子点眼薬)を点眼することで、眼内移行性を向
上させた例としては、蛍光性化合物のナノ粒子を用いた研究が挙げられる 41)。この研究で
は、対象化合物として、蛍光性化合物であるフルオレセインのジアセチル体を選択し、そ
のナノ粒子を作製後、ラットに点眼を行っている。フルオレセインジアセテート
(Fluorescein Diacetate: FDA)は、無蛍光であるが、加水分解によりフルオレセインを放出す
ることで、緑色の蛍光を示すことができる。比較対象として、フルオレセイン・ナトリウ
ム塩分子の水溶液、FDA のマイクロ粒子分散液を用いて点眼実験を行ったところ、水溶液
を点眼した場合、点眼後、フルオレセインの蛍光が観測されたものの、眼を生理食塩水で
洗ったところ、蛍光は消失してしまった。このことから、フルオレセインは眼表面のみに
存在していることが示された。また、マイクロ粒子分散液を点眼した場合、5 分後まで蛍
光が観測されず、眼を洗った後も蛍光は観測されなかった。その一方、ナノ粒子分散液を
点眼した場合、5 分後にフルオレセインの蛍光が観測され、眼を洗った後も同様の蛍光が
観測された。以上の結果から、ナノ粒子を点眼することで、眼の表面ではなく、眼内移行
可能となり、その後、加水分解を伴い、フルオレセイン発光が起こることが明らかとなっ
た。すなわち、ナノ粒子を点眼することで、分子・マイクロ粒子と比較し、高い眼内移行
性を有することがわかった。その他、薬剤の眼内移行性の向上を目指して、高分子ミセル
やリポソーム、固体脂質ナノ粒子などのナノキャリアーに、眼科治療薬を担持し、点眼す
る研究も報告されている 36,42-46)。  
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Figure 1-6 角膜の模式図 
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1.5 ブリンゾラミド  
 
 緑内障は、眼圧上昇などが原因で、網膜神経節細胞(Retinal Ganglion Cell: RGC)が減少し、
視野範囲の低下、ひいては失明へとつながる疾患である 47,48)。緑内障の治療法は主に眼圧
を下げる薬を点眼することで、RGC の損傷を遅らせる対症療法が一般的である。眼圧は、
眼内で産生される房水の量により調節されているため、眼圧を下げる方法として、房水の
産生を抑制する方法と房水の排出を促進する方法の 2 種類がよく検討されている 49-51)。  
 ブリンゾラミドは、房水の産生を抑制することで、眼圧を下げる効果があることが知ら
れており、緑内障治療薬として Azopt という製品名で販売されている(Figure 1-7)51-53)。房
水の産生は、毛様体において主に炭酸脱水酵素(Carbonic Anhydrase: CA)を介して行われて
いる(Figure 1-8)52)。CA は、水と二酸化炭素から重炭酸イオンの生成に関与している。ブリ
ンゾラミドは、II 型炭酸脱水酵素の働きを特異的に阻害し、重炭酸イオンの生成を阻害す
ることで、ナトリウムイオンの能動輸送機構を抑制し、結果として後房側への房水の排出
を抑えることができる 52)。房水の産生を抑制するためには、99%以上の CA の活性を阻害
する必要があることが知られている 54)。  
 ブリンゾラミドは、比較的水に溶けにくい化合物であるため、Azopt は懸濁性点眼薬と
して市販されている(Figure 1-9)。Azopt を濾過後、Scanning electron microscope (SEM)によ
る評価を行ったところ、主に長軸方向の長さが 10 m 以上のマイクロファイバーが観測さ
れ(Figure 1-9)、わずかながら 100 nm 程度のナノ粒子が存在していることが明らかとなっ
た。また、ブリンゾラミドの水に対する溶解度は、0.05% (pH 7.4)であるため、Azopt のブ
リンゾラミド濃度である 1%に対して、5%程度のブリンゾラミドは分子状態として存在し
ている 52)。そのため、眼内移行性が低くなると考えられ、Azopt の点眼薬濃度は 1%と非常
に高い。さらに、白濁しているため、点眼後、視界が悪くなり、使用感が悪いという問題
点が指摘されている 51)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1-7 ブリンゾラミドの構造式  
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Figure 1-8 ブリンゾラミドの作用機序  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1-9 Azopt の写真と SEM 像  
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1.6 本研究  
 
 以上の背景をふまえ、がん治療や点眼薬へと応用可能な薬剤ナノ粒子を開発することが
できれば、効率的に患部へと薬を送達することができ、投与量の削減や副作用の軽減が期
待できる。そこで、本研究は、対象とする疾病をがんと緑内障とし、それぞれの疾病の治
療を目指した薬剤ナノ粒子を創製することを目的とした。また、作製した薬剤ナノ粒子の
細胞内および生体内での加水分解挙動と薬理効果の関係について明らかにすることで、薬
剤ナノ粒子設計の最適化を図った。これらを達成することができれば、がんや眼疾患の新
たな治療法を提案することができる。以下に、各章のアウトラインを示す。  
 
 第 2 章では、対象化合物を PPT とし、様々なリンカーを有する PPT 二量体を合成し、ナ
ノ粒子化することで、PPT 二量体の分子設計と薬剤ナノ粒子の性質、抗がん活性、細胞内
浸透性、加水分解挙動の関係性を明らかにした。  
 
 第 3 章では、対象化合物を SN-38 とし、二量体合成などのプロドラッグ化を行わず、薬
剤ナノ粒子を作製する新たな製剤化方法を開発した。  
 
 第 4 章では、対象化合物をブリンゾラミドとし、ブリンゾラミドプロドラッグの分子設
計と眼圧下降作用、加水分解挙動の関係性を明らかにすることで、少量で高い薬効を示す
ナノ粒子点眼薬の開発を目指した。  
 
 第 5 章では、本研究の総括を行った。  
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2.1 緒言  
 
 これまでの研究から、SN-38 と PPT の二量体ナノ粒子がそれぞれの水溶性類縁体と比較
し、高い抗がん活性を有することが明らかとなった 1-3)。一方、合成した二量体の分子設計
と得られるナノ粒子の物理的・化学的性質や抗がん活性の相関関係は不明である。そこで、
これらの関係性を明らかにすることは、DDS へと応用するための優れた材料を開発する上
で非常に重要である。  
 第 2 章では、二量体の分子設計と得られたナノ粒子の性質・抗がん活性の関係性に関し
て評価を行った。また、二量体ナノ粒子の細胞浸透性や加水分解挙動に関しても評価・考
察を行った。なお、本章では、PPT を対象化合物として選定した。PPT を選択した要因と
しては、抗がん活性化合物として非常によく知られている化合物であること 4-6)、二量体な
どの類縁体の合成が容易であること 7-9)、DDS 研究への応用例が多いこと 10-12)が挙げられ
る。  
 
 
 
 
 
 
Figure 2-1 第 2 章の概念図  
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2.2 PPT 二量体の合成  
 
 PPT 二量体の合成に関する全ての化学反応は、窒素雰囲気下で行った。なお、ガラス器
具は、減圧下で加熱して乾燥させたものを使用した。  
 
試薬  
 
 PPT (和光純薬、生化学用)、セバシン酸(東京化成)、ジクロロメタン(CH2Cl2) (和光純薬、
有機合成用), 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide, hydrochloride (EDC) (東京化成),  
N,N-dimethyl-4-aminopyridine (DMAP) (和光純薬、試薬特級)、塩化アンモニウム(NH4Cl) (和
光純薬、試薬特級)、塩化ナトリウム(NaCl) (和光純薬、試薬特級)、硫酸マグネシウム(MgSO4) 
(関東化学)、クロロホルム(CHCl3) (和光純薬、試薬特級)、オクタデカン二酸(東京化成)、
4,4’-ジチオ二酪酸(Aldrich)、重クロロホルム(CDCl3) (和光純薬、NMR 用) 
 これらの試薬は、市販のものを精製せずそのまま用いた。  
 
測定装置  
 
・Nuclear Magnetic Resonance (NMR)スペクトル測定  
 1H および 13C NMR スペクトル測定は、核磁気共鳴装置(Bruker, AVANCE-400)を用いて行
った。化学シフト値は、CDCl3の残留プロトン( = 7.26 ppm)及び炭素のシグナル( = 77.2 
ppm)を基準としたデータを表記した。測定サンプルは、測定試料を NMR チューブに加え
た後、CDCl3 (0.5 ml)に溶かして封入した。  
 
・Infrared (IR)スペクトル測定  
 IR スペクトル測定は、フーリエ変換赤外分光光度計 (Thermo scientific, Nicolet6700)を用
いて行った。測定は、Attenuated Total Reflection (ATR)法により固体状態で行い、ZnSe ATR
結晶窓に何も載せない状態でバックグラウンドを測定した後、サンプルをのせプレッシャ
ーで押さえつけて測定を行った。  
 
・高分解能マススペクトル(High-Resolution Mass Spectrum: HRMS) 
 HRMS 測定は、高精度構造解析質量分析システム(Bruker, micrOTOF-Q II-S1)を用いて行
った。測定は、測定サンプルを Electrospray Ionization (ESI)法によりイオン化することで行
った。  
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2.2.1 PPT 二量体 C10 の合成  
 
○実験  
 
Scheme 2-1 PPT 二量体 C10 の合成  
 
 スターラーバー、三方コックを備え付けた二口フラスコに、PPT (1.04 g, 2.51 mmol)、セ
バシン酸(269 mg, 1.33 mmol)、EDC (1.17 g, 6.10 mmol)、DMAP (35.6 mg, 0.294 mmol)を入
れ、CH2Cl2 (25 mL)に溶かした。室温で 1 時間撹拌した後、さらに EDC (480 mg, 2.50 mmol)、
DMAP (22.5 mg, 0.186 mmol)を加え、4 時間撹拌した。飽和 NH4Cl 水溶液で反応を停止した
後、純水、飽和食塩水で分液し、有機層を MgSO4で乾燥させた。これを濾過後、溶媒溜去
した。得られた固体を、シリカカラムクロマトグラフィー (展開溶媒：CHCl3)で精製するこ
とで、PPT 二量体 C10 を白色固体で得た。収率 82% (1.03 g, 1.03 mmol)。  
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○結果と考察  
 
 PPT 二量体 C10 の合成は、PPT 二量体 C4 の合成 2,3)を参考にして、PPT とセバシン酸の
EDC, DMAP による縮合反応により行った(Scheme 2-1)。カルボジイミド部位(-N=C=N-)を
含む化合物は、カルボン酸に対する縮合反応によるアミド結合やエステル結合の形成を促
進させることができる 13)。EDC は安価で長時間の保存が可能、かつ水溶性であることか
ら、抽出操作により生成物との分離が容易である。また、反応性の向上を期待し、DMAP
を触媒として加えた。DMAP は、アシル基を活性化させ、カルボニル炭素の求電子性を高
める働きがあると考えられる。  
 合成した PPT 二量体 C10 は、PPT とリンカーの間にエステル結合を有しているため、酵
素による加水分解が可能であると考えられる(Scheme 2-2)。すなわち、PPT 二量体 C10 は、
PPT のプロドラッグであると言える。  
Table 2-1 に、PPT 二量体 C10 のスペクトルデータを示す。  
 
Table 2-1 PPT 二量体 C10 のスペクトルデータ  
 
IR: 
νmax 1779, 1730, 1588, 1504, 1484, 1461, 1419, 1331, 1239, 1171, 1126, 1037, 1000, 930, 864, 796, 
763, 746 cm–1. 
 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ 1.20–1.40 (8H, m), 1.65–1.69 (4H, m), 2.37–2.46 (4H, m), 2.78–2.94 (4H, m), 3.75 (12H, s), 3.80 
(6H, s), 4.19 (2H, t, J = 9.6 Hz), 4.35 (2H, dd, 3J = 9.2 Hz, 4J = 7.2 Hz), 4.59 (2H, d, J = 4.4 Hz), 
5.87 (2H, d, J = 9.2 Hz), 5.97 (4H, d, J = 5.2 Hz), 6.38 (4H, s), 6.53 (2H, s), 6.74 (2H, s) . 
 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 
δ 25.1, 29.2, 34.5, 38.9, 43.9, 45.7, 56.3, 60.9, 71.5, 73.6, 101.7, 107.1, 108.2, 109.9, 128.5, 132.5, 
135.0, 137.2, 147.7, 148.3, 152.8, 173.8, 174.3 . 
 
HRMS (ESI): 
m/z calcd. for C54H58O18Na [M + Na]+ 1017.3515, found 1017.3516.  
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Scheme 2-2 PPT 二量体の加水分解  
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2.2.2 PPT 二量体 C18 の合成  
 
○実験  
 
Scheme 2-3 PPT 二量体 C18 の合成  
 
 スターラーバー、三方コックを備え付けた二口フラスコに、PPT (1.00 g, 2.41 mmol)、オ
クタデカン二酸(417 mg, 1.33 mmol)、EDC (933 mg, 4.87 mmol)、DMAP (30.1 mg, 0.248 mmol)
を入れ、CH2Cl2 (24 mL)に溶かした。室温で 1 時間撹拌した後、さらに EDC (486 mg, 2.54 
mmol)、DMAP (30.8 mg, 0.254 mmol)を加え、5 時間撹拌した。飽和 NH4Cl 水溶液で反応を
停止した後、純水、飽和食塩水で分液し、有機層を MgSO4 で乾燥させた。これを濾過後、
溶媒溜去した。得られた固体を、シリカカラムクロマトグラフィー(展開溶媒：CHCl3)で精
製することで、PPT 二量体 C18 を白色固体で得た。収率 88% (1.17 g, 1.06 mmol)。  
  
第 2章 二量体型薬剤ナノ粒子の抗がん活性評価と加水分解挙動 
23 
 
○結果と考察  
 
 PPT 二量体 C18 の合成は、PPT 二量体 C10 の合成と同様に、PPT とオクタデカン二酸の
EDC, DMAP を用いた縮合反応により行った(Scheme 2-3)。PPT 二量体 C18 は、PPT 二量体
C10 と同様に、PPT とリンカー部位の間にエステル結合を有しているため、酵素による加
水分解が可能であると予想される。  
 Table 2-2 に、PPT 二量体 C18 のスペクトルデータを示す。  
 
Table 2-2 PPT 二量体 C18 のスペクトルデータ  
 
IR:  
νmax 1779, 1732, 1588, 1506, 1484, 1464, 1419, 1330, 1239, 1171, 1126, 1037, 988, 930, 863, 797, 
766 cm–1. 
 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ 1.24–1.40 (24H, m), 1.65–1.69 (4H, m), 2.39–2.44 (4H, m), 2.89–2.94 (4H, m), 3.75 (12H, s), 
3.80 (6H, s), 4.19 (2H, t, J = 9.6 Hz), 4.35 (2H, dd, 3J = 9.2 Hz, 4J = 6.8 Hz), 4.59 (2H, d, J = 4.4 
Hz), 5.88 (2H, d, J = 9.2 Hz), 5.97 (4H, d, J = 5.2 Hz), 6.39 (4H, s), 6.53 (2H, s), 6.74 (2H, s). 
 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 
δ 25.1, 29.3, 29.25, 29.34, 29.5, 29.69, 29.72, 29.8, 34.5,  38.8, 43.8, 45.6, 56.2, 60.8, 71.5, 73.4, 
101.7, 107.1, 108.1, 109.8, 128.5, 132.4, 134.9, 137.1, 147.7, 148.2, 152.7, 173.8, 174.4 . 
 
HRMS (ESI): 
m/z calcd. for C62H74O18Na [M + Na]+ 1129.4767, found 1129.4791. 
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2.2.3 PPT 二量体 SS の合成  
 
○実験  
 
Scheme 2-4 PPT 二量体 SS の合成  
 
 スターラーバー、三方コックを備え付けた二口フラスコに、PPT (1.00 g, 2.41 mmol)、4,4’-
ジチオ二酪酸(319 mg, 1.34 mmol)、EDC (1.39 g, 7.25 mmol)、DMAP (64.5 mg, 0.532 mmol)を
入れ、CH2Cl2 (24 mL)に溶かした。室温で 2 時間撹拌した後、飽和 NH4Cl 水溶液で反応を
停止した。純水、飽和食塩水で分液し、有機層を MgSO4で乾燥させた。これを濾過後、溶
媒溜去した。得られた固体を、シリカカラムクロマトグラフィー (展開溶媒：CHCl3)で精製
することで、PPT 二量体 SS を白色固体で得た。収率 98% (1.22 g, 1.18 mmol)。  
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○結果と考察  
 
PPT 二量体 SS の合成は、PPT 二量体 C10 および PPT 二量体 C18 の合成と同様に、PPT
と 4,4’-ジチオ二酪酸の EDC, DMAP を用いた縮合反応により行った(Scheme 2-4)。PPT 二
量体 SS のリンカーの長さは、PPT 二量体 C10 と同元素数分の長さである。PPT 二量体 SS
もまた、PPT とリンカー部位の間にエステル結合を有しているため、酵素による加水分解
が可能であると考えられる。さらに、リンカーの中心部のジスルフィド結合(S-S)は、還元
剤により開裂反応が起き、その後、分子内反応により、PPT を放出することができる(Scheme 
2-5)。すなわち、PPT 二量体 SS は、2 種類の PPT 放出経路を有している。  
 Table 2-3 に、PPT 二量体 SS のスペクトルデータを示す。  
 
Table 2-3 PPT 二量体 SS のスペクトルデータ  
 
IR: 
νmax 1778, 1730, 1588, 1504, 1484, 1420, 1330, 1239, 1173, 1125, 1038, 995, 932, 868, 799, 764, 
749 cm–1. 
 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ 2.04–2.12 (4H, m), 2.51–2.90 (12H, m) 3.72 (12H, s), 3.77 (6H, s), 4.18 (2H, t, J = 9.2 Hz), 4.35 
(2H, dd, 3J = 8.8 Hz, 4J = 6.4 Hz), 4.58 (2H, d, J = 4.0 Hz), 5.87 (2H, d, J = 8.4 Hz), 5.97 (4H, d, 
J = 6.4 Hz), 6.37 (4H, s), 6.53 (2H, s), 6.76 (2H, s).  
 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 
δ 24.0, 32.5, 37.5, 38.7, 43.7, 45.5, 56.2, 60.7, 71.3, 73.8, 101.7, 107.0, 108.1, 109.8, 128.2, 132.4, 
134.8, 137.1, 147.6, 148.2, 152.6, 173.4, 173.6.  
 
HRMS (ESI): 
m/z calcd. for C52H54O18S2Na [M + Na]+ 1053.2644, found 1053.2652.  
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Scheme 2-5 ジスルフィド結合の開裂反応  
  
第 2章 二量体型薬剤ナノ粒子の抗がん活性評価と加水分解挙動 
27 
 
2.3 PPT 二量体ナノ粒子の作製  
 
○実験  
 
試薬  
 
Tetrahydrofuran (THF) (和光純薬、試薬特級)、ギ酸(和光純薬、LC/MS 用)、アセトニトリ
ル(CH3CN) (和光純薬、LC/MS 用)、メタノール(MeOH) (和光純薬、LC/MS 用) 
これらの試薬は、市販のものを精製せずそのまま用いた。  
 超純水は、超純水作製装置(sartorius、アリウム 611UV)で精製したものを用いた。  
 PPT 二量体 C4 は、文献を参考に合成したものを用いた 2,3)。  
 
実験装置  
 
 マグネティックスターラーは、マグミキサー(yamato, MH301)を用いた。  
 
実験方法  
 
・PPT 二量体ナノ粒子水分散液の調製  
 30 mL サンプル管に超純水(10 mL)を入れた後、スターラーバーを入れ、マグネティック
スターラーを用いて激しく撹拌した。そこへ、マイクロシリンジを用いて 5 mM PPT 二量
体 THF 溶液(100 L)を注入した。  
 
・PPT 二量体の水に対する溶解度測定  
 調製した PPT 二量体ナノ粒子水分散液を透析チューブへ入れ、超純水 (90 mL)中で 1 日
撹拌した。その後、透析膜の外側の水(1 mL)を採取した。  
 
測定装置  
 
・走査型電子顕微鏡(SEM) 
 作製した PPT 二量体ナノ粒子のサイズ・形状は、電界放射走査電子顕微鏡(JEOL, JSM-
6700F)を用いて評価した。測定サンプルは、PPT 二量体ナノ粒子水分散液を、吸引濾過に
よりアイソポアフィルター(ミリポア、孔径 50 nm)上に濾取し、導電性カーボンテープで試
料台に固定して行った。試料が帯電するのを防ぐため、イオンスパッタ装置を用いて、白
金を蒸着させてから観察を行った。また、サイズ分布は、観察した SEM 像から無作為に
100 粒子以上抽出し、そのサイズを測定することで作成した。  
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・粉末法 X 線回折(X-ray Diffraction: XRD) 
 作製した PPT 二量体ナノ粒子の結晶性は、全自動多目的 X 線回折装置(Bruker AXS, D8 
Advance)を用いて評価した。測定サンプルは、PPT 二量体ナノ粒子水分散液を、吸引濾過
によりアイソポアフィルター(ミリポア、孔径 50 nm)上に濾取後乾燥し、深さ 0.5 mm の試
料盤の上に載せて測定した。測定は、X 線源 CuKa 線(1.5418 Å)で 40 kv, 400 mA、検出器と
して一次元高速検出器(VANTEC-1)を用いて行った。  
 
・Zeta 電位測定  
 PPT 二量体ナノ粒子水分散液の分散安定性は、粒子径・ゼータ電位測定機器(シスメック
ス、Zetasizer nanoZS)を用いて評価した。測定サンプルは、PPT 二量体ナノ粒子水分散液を
プラスチック製のセルに 0.75 mL 注入して用いた。測定は、He-Ne レーザー(3.0 mW, 633 
nm)を用いて行い、温度は 25 °C に設定して行った。  
 
・液体クロマトグラフ－タンデム型質量分析計(LC-MS/MS) 
 PPT 二量体の溶解度は、高速液体クロマトグラフィー(Agilent, 1260 Infinity)に、質量分析
計(Bruker, HCT ultra-IMR)を接続した LC-MS/MS を用いて行った。LC-MS/MS 測定の条件
を以下に示す。  
 
 カラム：逆相 ODS カラム(Imtakt Cadenza CD-C18, 2×100 mm)、カラム温度：35 °C、移
動相：水+ 0.1%ギ酸/ CH3CN + 0.1%ギ酸＝60/40－10/90 at 1 分、流速：0.3 mL/min、サンプ
ル注入量：1 L、保持時間：  PPT 二量体 C4 (5.2 分), PPT 二量体 C10 (5.8 分), PPT 二量体
C18 (9.6 分), PPT 二量体 SS (5.3 分), Precursor ion: PPT 二量体 C4 (m/z 928.30), PPT 二量体
C10 (m/z 1017.30), PPT 二量体 C18 (m/z 1124.50), PPT 二量体 SS (m/z 1048.30) 
 
 また、検量線用サンプルは、50 M (PPT 換算で 100 M) PPT 二量体ナノ粒子水分散液(10 
L)に、水(90 L), MeOH (900 L)を加え(1000 nM), MeOH:水＝9:1 で 1/10 (100 nM)→1/10 
(10 nM)→1/10 (1 nM)に希釈することで得た。  
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○結果と考察  
 
 PPT 二量体ナノ粒子のサイズ・形状を評価するために、SEM 観察を行った。その結果、
合成した全ての PPT 二量体化合物において、球形の粒子が得られることが明らかとなった
(Figure 2-2)。サイズ分布を評価したところ、PPT 二量体 C4 ナノ粒子が平均粒径 54 nm と
一番小さく、リンカーの長さが長くなるにつれ、粒子サイズが増大することがわかった。
一方、PPT 二量体 SS に関しては、リンカーの長さが同じ PPT 二量体 C10 と同程度のサイ
ズを有していた。これらのことは、リンカーの長さを変えることで、粒子サイズを制御で
きることを示している。 
これまでの再沈法に関する研究で、貧溶媒に対する過飽和度が高いほど、得られる粒子
のサイズが減少することが明らかとなっている(Figure 2-3) 3,14)。そこで、4 種類の PPT 二
量体の水に対する溶解度を評価した(Table 2-4)。その結果、PPT 二量体 C4 が最も水に対す
る溶解度が高いことがわかった。また、PPT 二量体 C4 以外に関しては、LC-MS/MS で検
出できないため、厳密に比較することは出来ないが、PPT 二量体のリンカーの長さが長く
なるほど、分子の疎水性が増大し、水に対する溶解度は減少すると考えられる。しかし、
得られたナノ粒子のサイズはこれとは逆の傾向を示している。そのため、リンカーの長さ
が長くなるにつれて PPT 二量体ナノ粒子の粒子サイズが増大する要因として、1 粒子当た
りの構成分子数には変化がないが、リンカーが長くなることで分子サイズが増大し、その
増加分に応じて粒子サイズが増大すると考えられる。  
 PPT 二量体ナノ粒子の結晶性を評価するために、粉末法 XRD 測定を行ったところ、す
べてのナノ粒子において、回折ピークが観測されなかった (Figure 2-4) 。このことから、PPT
二量体ナノ粒子は、結晶性が低いアモルファスであることがわかった。また、PPT 二量体
ナノ粒子の Zeta 電位を測定したところ、いずれのナノ粒子においても約－20 mV とほとん
ど差は見られなかった(Figure 2-5)。  
  
第 2章 二量体型薬剤ナノ粒子の抗がん活性評価と加水分解挙動 
30 
 
 
 
 
Figure 2-2 PPT 二量体ナノ粒子の SEM 像とサイズ分布  
 
 
 
 
 
 
Figure 2-3 粒子生成機構の模式図  
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Table 2-4 PPT 二量体の水に対する溶解度  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-4 PPT 二量体ナノ粒子の粉末法 XRD 測定  
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Figure 2-5 PPT 二量体ナノ粒子の Zeta 電位  
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2.4 PPT 二量体ナノ粒子の抗がん活性評価  
 
○実験  
 
試薬  
 
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Life Technology), Fetal Bovine Serum (FBS) 
(Life Technology), Cell Counting Kit-8 (DOJINDO) 
 これらの試薬は、市販のものを精製せずそのまま用いた。  
 
がん細胞  
 
KPL-4 は、DMEM に 5% FBS を混合したものを培地として、継代したものを用いた。  
 
実験方法  
 
・サンプル  
 PPT 二量体ナノ粒子水分散液は、2.3 節で作製したサンプルを用いた。  
 
・In vitro 評価  
 96 well プレートに、KPL-4 (2×105 cells/mL, 100 L/well)を播種し、一日 5% CO2インキ
ュベータ中で培養した。培地を吸引した後に、培地で希釈した PPT 二量体ナノ粒子(0.1－
5M, PPT 換算、100L/well)をそれぞれ添加し、5% CO2インキュベータで 48 時間培養し
た。  
 
測定装置  
 
・マイクロプレートリーダー  
 抗がん活性評価は、マイクロプレートリーダー  (BIO RAD, iMark マイクロプレートリー
ダー)を用いて行った。測定サンプルは、PPT 二量体ナノ粒子を添加後 48 時間の培地を吸
引し、培地(100 L)で細胞を洗浄した後に、培地で 10 倍希釈した Cell Counting Kit-8 (100 
L)で置換し、CO2 インキュベータで 30 分培養することで発色させたものを用いた。その
後、マイクロプレートリーダーで吸光度(OD450－OD620)を測定した。  
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○結果と考察  
 
・WST-8 による抗がん活性評価  
 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)試験は、MTT が生細胞
中で還元され紫色になる反応を利用した培養細胞の生存率や増殖抑制効果を評価する方法
である。  
 Cell Counting Kit-8 には、1-Methoxy-5-methylphenazinium methylsulfate (1-Methoxy PMS)と
MTT の類縁体である 2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-
tetrazolium (WST-8)を含み、これらが生存細胞中のミトコンドリアの還元型 Nicotinamide 
Adenine Dinucleotide (NADH)による還元反応により化学変化を起こすことで発色する 15)。
その機構の詳細を Figure 2-6 に示す。まず、乳酸脱水素酵素の補酵素である NADH が還元
されて NAD+となり、その水素を 1-Methoxy PMS が受け取る。続いて還元型 1-Methoxy PMS
が WST-8 を還元し、WST-8 ホルマザンとなることでオレンジ色に発色する。生産されたホ
ルマザンの量は脱水素酵素の活性に依存し、それは細胞数と比例関係にあるため、ホルマ
ザンの量を吸光度(450 nm)で定量することで、相対的に細胞増殖活性を測定することがで
きる。  
 
 
 
 
 
 
Figure 2-6 WST-8 の発色機構  
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・PPT 二量体ナノ粒子の抗がん活性評価  
 
 PPT 二量体ナノ粒子を、ヒト乳がん細胞由来の細胞である KPL-4 へと濃度を変化させな
がら添加し、抗がん活性を評価した(Figure 2-7)。結果として、PPT 二量体 C4 ナノ粒子が最
も高い活性を示した。さらに、PPT 二量体のリンカーの長さが長くなると、抗がん活性の
低下傾向が認められた。一方、リンカーの長さが等しい PPT 二量体 C10 と PPT 二量体 SS
を比較すると、PPT 二量体 SS ナノ粒子の方が高い抗がん活性を示した。また、PPT 二量体
SS ナノ粒子は、最も活性が高い PPT 二量体 C4 ナノ粒子と同程度の抗がん活性を有するこ
とが明らかとなった。  
 PPT 二量体は、加水分解後、PPT を放出し、PPT が細胞核内に存在するトポイソメラー
ゼ II の DNA 合成を阻害することで活性を示すと考えられる 16）。そのため、PPT 二量体ナ
ノ粒子の抗がん活性の違いの要因として、1) PPT 二量体の細胞浸透性、2) PPT 二量体ナノ
粒子の加水分解速度の 2 種類が考えられる。そこで、次節以降で、PPT 二量体ナノ粒子の
細胞浸透性と加水分解速度の評価を報告する。 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-7 PPT 二量体ナノ粒子の抗がん活性評価  
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2.5 PPT 二量体ナノ粒子の細胞取り込み  
 
○実験  
 
試薬  
 
PPT (和光純薬、生化学用), THF (和光純薬、試薬特級), DMEM (Life Technology), FBS (Life 
Technology), 5x Passive Lysis Buffer (Biotium), Phosphate buffered saline (PBS (－)) (和光純薬、
細胞培養用)、ギ酸(和光純薬、LC/MS 用), CH3CN (和光純薬、LC/MS 用), MeOH (和光純薬、
LC/MS 用) 
 これらの試薬は、市販のものを精製せずそのまま用いた。  
 検量線用の 100 M PPT 水溶液は次のように作製した。30 mL サンプル管に超純水(10 
mL)を入れた後、スターラーバーを入れ、マグネティックスターラーを用いて激しく撹拌
した。そこへ、マイクロシリンジを用いて 10 mM PPT THF 溶液(100 L)を注入した。  
 
がん細胞  
 
KPL-4 は、DMEM に 5% FBS を混合したものを培地として、継代したものを用いた。  
 
実験方法  
 
・サンプル  
PPT 二量体ナノ粒子水分散液は、2.3 節で作製したサンプルを用いた。  
 
・細胞浸透性評価  
 96 well プレートに、KPL-4 (2×105 cells/mL, 100 L/well)を播種し、一日 5% CO2インキ
ュベータ中で培養した。培地を吸引した後に、培地で希釈した PPT 二量体ナノ粒子(10M, 
PPT 換算、100L/well)をそれぞれ添加し、5% CO2インキュベータで 1, 3, 6 時間培養した。
それぞれの時間で、細胞を PBS (100 L)で 3 度洗い、5 倍希釈した Lysis buffer (100 L)を
加えた。5 分間、5% CO2 インキュベータで保持し、細胞を完全に溶解させた。溶解物 (50 
L)を分取し、そこへ MeOH (450 L)を添加した。10000 rpm で 5 分間遠心分離し、上澄み
(200 L)を採取した。  
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測定装置  
 
・LC-MS/MS 
 細胞取り込み量の定量は、LC-MS/MS を用いて行った。PPT 二量体ナノ粒子に関しては、
2.3 節の条件で分析した。PPT の LC-MS/MS 測定条件を以下に示す。  
 
 カラム：逆相 ODS カラム(Imtakt Cadenza CD-C18, 2×100 mm)、カラム温度：35 °C、移
動相：水+ 0.1%ギ酸/ CH3CN + 0.1%ギ酸＝60/40－10/90 at 1 分、流速：0.3 mL/min、サンプ
ル注入量：1 L、保持時間：2.6 分、Precursor ion: m/z 397.30 
 
 また、検量線用サンプルは 50 M (PPT 換算で 100 M) PPT 二量体ナノ粒子水分散液(10 
L), 100 M PPT 水溶液(10 L)に、水(80 L), MeOH (900 L)を加え(1000 nM), MeOH:水＝
9:1 で 1/10 (100 nM)→1/10 (10 nM)→1/10 (1 nM)に希釈することで調製した。  
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○結果と考察  
 
 PPT 二量体ナノ粒子の抗がん活性の違いを明らかにするために、細胞浸透性評価を行っ
た。PPT 二量体ナノ粒子添加後、3 時間の結果を比較したところ、細胞内に取り込まれた
PPT 二量体の量にほとんど変化は見られなかった (Table 2-5)。また、1 時間後および 6 時間
後の結果からも、PPT 二量体ナノ粒子間に違いが観測されなかった(Figure 2-8)。このこと
から、PPT 二量体ナノ粒子の抗がん活性が異なる要因として、細胞浸透性はほとんど寄与
していないことが明らかとなった。一方、いずれの PPT 二量体ナノ粒子に関しても、6 時
間後までに加水分解生成物である PPT は検出されなかった。  
 ナノ粒子の細胞浸透性に影響する要因として、サイズ 17,18）、形状 19,20）、Zeta 電位などの
表面状態の違い 21,22）が挙げられる。本章で作製した PPT 二量体ナノ粒子は、全て球形の
粒子であり、また、Zeta 電位もおよそ－20 mV とほとんど変化が見られなかった。さらに、
以前の研究で、50 nm と 100 nm の 2 種類の PPT 二量体 C4 ナノ粒子の抗がん活性の違いを
評価した結果、両者に差が見られなかったことから、このサイズ範囲内では、活性が変化
しないと考えられる 3)。そのため、PPT 二量体のリンカーの長さが長くなるほど得られる
粒子サイズは増大するが、50－100 nm の範囲で変化しており、活性の違いに影響を与える
ほど大きな変化をしていないことが示唆される。  
 以上の結果から、PPT 二量体ナノ粒子の抗がん活性の変化の要因として、加水分解速度
の違いが大きく起因していると予想される。  
 
 
 
 
 
Table 2-5 3 時間後の細胞取り込み量  
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Figure 2-8 PPT 二量体ナノ粒子の細胞浸透性  
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2.6 PPT 二量体ナノ粒子の加水分解挙動評価  
 
試薬  
 
 1 mol/l 塩酸(和光純薬、容量分析用), Esterase from porcine liver (Sigma Aldrich), PBS (－) 
(和光純薬、細胞培養用), MeOH (和光純薬、LC/MS 用), CH3CN (和光純薬、LC/MS 用)、ギ
酸(和光純薬、LC/MS 用), Dithiothreitol (DTT) (和光純薬、分子生物学用) 
 これらの試薬は、市販のものを精製せずそのまま用いた。  
 検量線用の 100 M PPT 水溶液は、2.5 節と同様の方法で作製した。  
 
測定装置  
 
・LC-MS/MS 
 加水分解速度の測定は、LC-MS/MS を用いて行った。LC-MS/MS の分析条件は、2.5 節と
同様の条件で行った。また、検量線用サンプルの調製も 2.5 節と同様の手法で作製した。  
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2.6.1 PPT 二量体ナノ粒子の加水分解挙動  
 
○実験  
 
実験方法  
 
・サンプル  
PPT 二量体ナノ粒子水分散液は、2.3 節で作製したサンプルを用いた。  
 
・塩酸の調製  
 pH 1, 3, 5 塩酸は、1 mol/l 塩酸を超純水で 1/10 (pH 1)→1/100 (pH 3)→1/100 (pH 5)に希釈
することで調製した。  
 
・エステラーゼによる加水分解  
 1000 units エステラーゼ PBS 溶液(450 L)に、PPT 二量体ナノ粒子水分散液(50 L)を入
れ、37 °C のウォーターバスで加熱した。1, 3, 6, 9, 12, 24, 30, 36 時間後に、反応液(10 L)
を分取し、MeOH (90 L)を加えた。10000 rpm で 5 分間遠心分離し、上澄み(60 L)を MeOH:
水＝9:1 (540 L)へ加えた。  
 
・PBS 中での加水分解  
 PBS (450 L)に、PPT 二量体ナノ粒子水分散液(50 L)を入れ、37 °C のウォーターバスで
加熱した。6, 12, 24, 36 時間後に、反応液(10 L)を分取し、MeOH (90 L)を加えた。10000 
rpm で 5 分間遠心分離し、上澄み(60 L)を MeOH:水＝9:1 (540 L)へ加えた。  
 
・酸条件下での加水分解  
 各 pH の塩酸(450 L)に、PPT 二量体 C4 ナノ粒子水分散液(50 L)を入れ、37 °C のウォ
ーターバスで加熱した。6, 12, 24, 36 時間後に、反応液(10 L)を分取し、MeOH (90 L)を
加えた。10000 rpm で 5 分間遠心分離し、上澄み(60 L)を MeOH:水＝9:1 (540 L)へ加え
た。  
  
第 2章 二量体型薬剤ナノ粒子の抗がん活性評価と加水分解挙動 
42 
 
○結果と考察  
 
 2.5 節で、PPT 二量体ナノ粒子の細胞浸透性にほとんど差が見られなかったことから、リ
ンカーの長さが変化することで抗がん活性の違いを示す要因として、加水分解速度の違い
が考えられる。そこで、ブタ肝臓エステラーゼによる PPT 二量体ナノ粒子の加水分解挙動
を調べた。結果として、PPT 二量体 C4 ナノ粒子が最も早く PPT を放出し、リンカーの長
さが長くなるにつれて、PPT の放出速度が減少することが明らかとなった (Figure 2-9)。こ
の挙動は、PPT 二量体ナノ粒子の抗がん活性と同様の挙動を示している。また、リンカー
の長さが等しい PPT 二量体 C10 ナノ粒子と PPT 二量体 SS ナノ粒子は、同程度の PPT 放出
速度であることが明らかとなった。一方、PBS 中で PPT 二量体ナノ粒子を加熱しても PPT
が放出されないことから、37 °C での加熱により分解反応が起きていないことがわかった
(Figure 2-10)。また、エンドサイトーシスで PPT 二量体ナノ粒子が細胞に取り込まれたと
きにできるエンドソーム中の pH は約 5 であることが知られている 23)。そこで、細胞内で
の分解反応が加水分解酵素によるものであることを明らかにするために、酸性条件下での
PPT 二量体 C4 ナノ粒子の分解挙動を評価した(Figure 2-11)。結果として、pH 5 の条件でも
PPT の放出は観測されなかった。さらに、酸性度が高い pH 1 および pH 3 の条件でも、PPT
二量体 C4 ナノ粒子から PPT は放出されなかった。このことから、PPT 二量体ナノ粒子は、
酸性条件下や PBSの中性条件下(pH 7.4)でも加水分解は進行しないことが明らかとなった。
以上の結果から、PPT 二量体ナノ粒子は、細胞内において、加水分解酵素にのみ分解され
ることがわかった。  
 PPT 二量体ナノ粒子が分解される挙動として、以下の 3 つが考えられる。  
 
1) 加水分解酵素が PPT 二量体ナノ粒子中に侵入し、ナノ粒子内で加水分解を起こす。  
2) 溶解した PPT 二量体分子が加水分解される。  
3) PPT 二量体ナノ粒子表面近傍で加水分解が進行する。  
 
 1)に関しては、PPT 二量体ナノ粒子は疎水的な化合物の集合体であり、親水的な性質を
有する加水分解酵素が PPT 二量体ナノ粒子中に侵入することは考えにくい。また、酵素は
タンパク質であり、PPT 二量体分子と比較すると、分子サイズが非常に大きいので、サイ
ズの観点からも加水分解酵素が PPT 二量体ナノ粒子中に入ることは難しいと考えられる。
2)に関しては、2.3 節の実験から、PPT 二量体の水に対する溶解度はいずれも 10 nM 以下で
あり(Table 2-4)、酵素による加水分解反応の実験条件の濃度 (10 M)と比較すると、0.1%以
下である。そのため、反応溶液中で溶解した分子状態の PPT 二量体はほとんど系中には存
在しないと考えられる。  
 そこで、3)ナノ粒子表面近傍で加水分解が進行する可能性が高いと考えられる。PPT 二
量体 C4 ナノ粒子と PPT 二量体 C18 ナノ粒子の粒子表面の模式図を Figure 2-12 に示す。粒
子表面で加水分解が進行するためには、PPT とリンカーをつなぐエステル結合が粒子表面
に存在している必要がある。Figure 2-4 から、PPT 二量体ナノ粒子は結晶性が低く、アモル
ファスであることが示唆される。そのため、粒子表面近傍も PPT 二量体の構造・方位がラ
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ンダムな状態で存在している。PPT 二量体 C4 は、リンカーが短いため、リンカー部分の
回転の自由度が低いと予想されることから、ほぼ直線状の構造をとっており、結果として、
エステル結合部分が粒子表面に存在しやすいのではないかと考えられる。また、水に対す
る溶解度が低いものの、0 ではないため、PPT 二量体 C4 分子がナノ粒子表面近傍で吸脱着
の平衡状態にあると想定される。ナノ粒子として存在する PPT 二量体 C4 と比較し、分子
状態として存在している PPT 二量体 C4 の方が加水分解しやすいと考えられる。以上のこ
とから、PPT 二量体 C4 は、加水分解点がナノ粒子近傍に存在しやすいと考察した。一方、
PPT 二量体 C18 は、疎水的な長い炭化水素鎖を有しているため、水系においてはリンカー
部分が粒子表面に露出しづらいことが予想される。また、リンカーが長いため、リンカー
部分の回転の自由度が高く、PPT 二量体 C18 分子が折れ曲がった構造でも存在することが
できる。さらに、PPT 二量体 C18 の水に対する溶解度が非常に低いため、吸脱着している
分子の割合が少ないと想定される。結果として、PPT 二量体 C18 のエステル結合は、ナノ
粒子表面近傍に存在しにくいことが示唆される。  
以上のことから、PPT 二量体ナノ粒子の加水分解速度の差は、ナノ粒子表面近傍に存在
するエステル結合の量の違いであると結論付けた。しかし、ナノ粒子中の PPT 二量体の構
造や配置に関しては、さらなる研究が必要である。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-9 酵素による PPT 二量体ナノ粒子の PPT 放出挙動  
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Figure 2-10 PBS 中での PPT 放出挙動  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-11 酸条件下での PPT 二量体 C4 ナノ粒子の PPT 放出挙動  
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Figure 2-12 PPT 二量体ナノ粒子の加水分解機構の模式図  
  
第 2章 二量体型薬剤ナノ粒子の抗がん活性評価と加水分解挙動 
46 
 
2.6.2 PPT 二量体 SS ナノ粒子の還元剤による分解挙動  
 
○実験  
 
実験方法  
 
・サンプル  
PPT 二量体 SS ナノ粒子水分散液は、2.3 節で作製したサンプルを用いた。  
 
・DTT による分解反応  
 5 mM DTT PBS 溶液(450 L)に、PPT 二量体 SS ナノ粒子水分散液(50 L)を入れ、37 °C
のウォーターバスで加熱した。6, 12, 24, 36 時間後に、反応液(10 L)を分取し、MeOH (90 
L)を加えた。10000 rpm で 5 分間遠心分離し、上澄み(60 L)を MeOH:水＝9:1 (540 L)へ
加えた。  
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○結果と考察  
 
 PPT 二量体 SS は、リンカーの中心にジスルフィド結合を有しているため、還元剤によ
り分解反応が起こり、それに伴う分子内反応により PPTを放出できると考えられる(Scheme 
2-5)。そこで、DTT を還元剤として用い、PPT 二量体 SS ナノ粒子のジスルフィド結合の分
解反応を試みた。  
DTT は、タンパク質中のチオール基の二量体反応により生成するジスルフィド結合や、
DDS 研究において高分子ミセル中のジスルフィド結合の分解反応によく用いられる試薬
である 24-26)。PPT 二量体 SS ナノ粒子の DTT による分解反応の結果を Figure 2-13 に示す。
PPT 二量体 SS ナノ粒子に DTT を加えることで、PPT を放出することが明らかとなった。
一方、PBS 中では PPT が放出されないことから、DDT が PPT の放出に関与していること
が支持される。  
PPT 二量体 SS は、PPT 二量体 C10 とリンカーの長さが同じであり、加水分解酵素によ
る加水分解速度も同じであった(Figure 2-9)。しかし、PPT 二量体 C10 ナノ粒子と比較し、
PPT 二量体 SS ナノ粒子は、高い抗がん活性を示すことが明らかとなった(Figure 2-7)。この
ことは、PPT 二量体 SS ナノ粒子が還元剤によるジスルフィド結合の開裂により、PPT を
放出できることが要因であると考えられる。すなわち、PPT 二量体 SS ナノ粒子は、PPT と
リンカーをつなぐエステル結合の加水分解と、リンカー部分に存在するジスルフィド結合
の開裂の 2 種類の PPT 放出機構を有しており、結果として、PPT 放出量が増大し、高い抗
がん活性を示したことがわかった。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-13 PPT 二量体 SS の還元剤による分解反応  
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2.7 まとめ  
 
 第 2章では、リンカーの長さが異なる PPT 二量体のナノ粒子を作製し、その抗がん活性、
細胞浸透性、加水分解挙動の変化と、分子構造との相関を明らかにした。  
 まず、以前合成した PPT 二量体 C4 に加え、リンカーの長さが異なる PPT 二量体 C10, 
PPT 二量体 C18, PPT 二量体 SS の 3 種類の二量体化合物を新規に合成した。PPT 二量体
C10 と SS は、同じ長さのリンカーを有している。合成した PPT 二量体は、PPT とリンカ
ーの間にエステル結合を有しており、酵素による加水分解反応が可能な分子設計となって
いる。また、PPT 二量体 SS は、リンカーの中心部分にジスルフィド結合を有しているた
め、還元剤による分解反応が起こると考えられる。  
 合成した PPT 二量体は、再沈法によりナノ粒子化した。得られたナノ粒子の SEM 像を
観察したところ、PPT 二量体 C4 ナノ粒子が 50 nm 程度と最も小さく、リンカーの長さが
長くなるにつれナノ粒子のサイズが大きくなることが明らかとなった。また、リンカーの
長さが等しい PPT 二量体 C10 と SS は約 70 nm と同程度のサイズを有していることがわか
った。  
 作製した PPT 二量体ナノ粒子の抗がん活性を評価したところ、PPT 二量体 C4 ナノ粒子
が最も高い活性を示し、リンカーの長さが長くなるにつれて活性が低くなることが明らか
となった。一方、PPT 二量体 SS ナノ粒子は、リンカーの長さが等しいにもかかわらず、
PPT 二量体 C10 ナノ粒子と比較し、高い抗がん活性を有することがわかった。  
 リンカーの長さが変化することで抗がん活性が異なる要因として、1) PPT 二量体ナノ粒
子の細胞浸透性、2) PPT 二量体ナノ粒子の加水分解速度の違いが要因であることが考えら
れる。まず、PPT 二量体ナノ粒子の細胞浸透性を評価した。結果として、PPT 二量体ナノ
粒子の細胞浸透性にほとんど変化は見られなかった。PPT 二量体ナノ粒子は、サイズ・形
状・表面電荷がほぼ同じであるため、細胞浸透性はほぼ同様であったと結論付けた。  
 一方、PPT 二量体ナノ粒子の加水分解速度を評価したところ、PPT 二量体 C4 ナノ粒子
が最も早く加水分解し、PPT を放出することが明らかとなった。さらに、PPT 二量体のリ
ンカーの長さが長くなるにつれ、加水分解速度が減少することが判明した。この結果は、
抗がん活性の差と同様の挙動を示している。また、PPT 二量体 SS ナノ粒子は、リンカー部
位にジスルフィド結合を有しているため、還元剤による分解挙動も観測された。この結果
は、PPT 二量体 C10 ナノ粒子と PPT 二量体 SS ナノ粒子の抗がん活性の差によく反映され
ている。  
 PPT 二量体ナノ粒子の加水分解は、ナノ粒子表面近傍で進行していると考えられる。そ
のため、PPT とリンカーをつなぐエステル結合が粒子表面近傍に存在している必要がある。
このことから、加水分解が早い PPT 二量体 C4 ナノ粒子は、粒子表面近傍に多くのエステ
ル結合が存在していると考えられる。一方、PPT 二量体 C18 ナノ粒子は、分子の疎水性が
高いためエステル結合が表面に存在できず、加水分解速度がより遅くなると考えられる。 
 以上の結果から、PPT 二量体の分子構造、抗がん活性、加水分解速度に非常に高い相関
関係があることが明らかとなった。  
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3.1 緒言  
 
これまでの研究から、SN-38 単量体に再沈法を適用したところ、長軸方向がマイクロメ
ートルサイズのファイバーのみが生成し、DDS へと応用する上で十分に微小な粒子が得ら
れないことが明らかとなっている 1,2)。これは、SN-38 が平面性の高い分子であり、結晶性
が高く、一軸方向に結晶成長が進行しやすいこと、さらに、水に対する過飽和度が十分高
くないため結晶成長が進行し、サイズが大きい構造体が得られやすいためであると考えら
れる 1-3)。また、貧溶媒である超純水に注入する溶液の濃度や、溶液を注入する際の超純水
の温度を変化させるなど、再沈法の実験条件の検討を行ったが、ナノファイバーのみが得
られた 1)。そのため、SN-38 二量体を合成し、分子の平面性及び水に対する過飽和度を増
大させることで、ナノ粒子の作製を行った。しかしながら、薬剤ナノ粒子作製の簡便さや
臨床研究へと発展させる上で、プロドラッグ化などの薬理活性化合物への化学修飾を伴わ
ずに、すでに薬物動態や代謝経路などが明らかとなっている既存の化合物を用いて薬剤ナ
ノ粒子を作製できれば、非常に有用である。  
第 3 章では、SN-38 に二量化などの化学修飾によるプロドラッグ化を伴わない手法で薬
剤ナノ粒子の作製を試みた(Figure 3-1)。再沈法は、撹拌することで急激な再沈澱を起こし、
微小な結晶を得る方法である。すなわち、再沈澱時の結晶核発生頻度をさらに増大させ、
結晶成長を阻害することができれば、より微小な結晶が得られると考えられる。そこで、
核発生数を増大させるため、再沈法に超音波照射を組み合わせた手法を開発した。また、
界面活性剤を添加することでさらなる微小化に成功したので、その詳細について報告する。 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-1 第 3 章の概念図  
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3.2  SN-38 ナノ結晶の作製  
 
○実験  
 
試薬  
 
SN-38・H2O (Tocris Bioscience), Dimethyl sulfoxide (DMSO) (DOJINDO、Lu)、ポリソルベ
ート 80、植物由来(和光純薬、生化学用) 
これらの試薬は、市販のものを精製せずそのまま用いた。  
超純水は、超純水作製装置(sartorius、アリウム 611UV)で精製したものを用いた。  
 
実験装置  
 
撹拌＋超音波照射(周波数：40 kHz)は、マグネチック超音波スターラー(日本精機製作所、
ヨウカイくん)を用いて行った。  
撹拌のみの場合は、マグミキサー(yamato, MH301)を用いて行った。  
 
実験方法  
 
・超音波照射の効果の検討  
実験条件 1-1 
 30 mL サンプル管に超純水(10 mL)を入れた後、スターラーバーを入れ、ヨウカイくんを
用いて超音波照射しながら撹拌した。そこへ、マイクロシリンジを用いて 10 mM SN-38 
DMSO 溶液(100 L)を注入した。  
 
実験条件 1-2 
30 mL サンプル管に超純水(10 mL)を入れた後、スターラーバーを入れ、ヨウカイくんを
用いて超音波照射しながら撹拌した。そこへ、マイクロシリンジを用いて 10 mM SN-38 
DMSO 溶液(100 L)を注入した。その後、5, 10 分間、超音波照射、撹拌のどちらも行った。  
 
実験条件 1-3 
30 mL サンプル管に超純水(10 mL)を入れた後、スターラーバーを入れ、ヨウカイくんを
用いて超音波照射しながら撹拌した。そこへ、マイクロシリンジを用いて 10 mM SN-38 
DMSO 溶液(100 L)を注入した。その後、5, 10 分間、超音波照射を行った。  
 
実験条件 1-4 
30 mL サンプル管に超純水(10 mL)を入れた後、スターラーバーを入れ、マグネティック
スターラーを用いて激しく撹拌した。そこへ、マイクロシリンジを用いて 10 mM SN-38 
DMSO 溶液(100 L)を注入した。その後、5, 10 分間、撹拌した。   
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実験条件 1-5 
 30 mL サンプル管に超純水(10 mL)を入れた後、スターラーバーを入れ、マグネティック
スターラーを用いて激しく撹拌した。そこへ、マイクロシリンジを用いて 10 mM SN-38 
DMSO 溶液(100 L)を注入した。2 時間後、10 分間、超音波照射を行った。  
 
 
・界面活性剤の効果の検討  
実験条件 2-1 
30 mL サンプル管に超純水(10 mL)を入れた後、スターラーバーを入れ、マグネティック
スターラーを用いて激しく撹拌した。そこへ、マイクロシリンジを用いて 10 mM SN-38 に
x%ポリソルベート 80 を添加した DMSO 溶液(100 L)を注入した。ポリソルベート 80 濃度
は、Table 3-1 に示す。  
 
実験条件 2-2 
 30 mL サンプル管に x%ポリソルベート 80 水溶液(10 mL)を入れた後、スターラーバーを
入れ、マグネティックスターラーを用いて激しく撹拌した。そこへ、マイクロシリンジを
用いて 10 mM SN-38 DMSO 溶液(100 L)を注入した。ポリソルベート 80 濃度は、Table 3-
1 に示す。  
 
Table 3-1 実験条件 2-1、2-2 におけるポリソルベート 80 濃度  
 
 
 
 
 
 
 
 
・超音波照射と界面活性剤の組み合わせの検討  
実験条件 3-1 
 30 mL サンプル管に超純水(10 mL)を入れた後、スターラーバーを入れ、ヨウカイくんを
用いて超音波照射しながら撹拌した。そこへ、マイクロシリンジを用いて 10 mM SN-38 に
1%ポリソルベート 80 を添加した DMSO 溶液(100 L)を注入した。その後、10 分間、超音
波照射しながら撹拌した。  
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測定装置  
 
・SEM 観察  
 作製した SN-38 ナノ結晶の SEM 観察は、2.3 節と同様の手法で行った。  
 
・Zeta 電位測定  
 作製した SN-38 ナノ結晶水分散液の Zeta 電位測定は、2.3 節と同様の手法で行った。測
定サンプルは、実験条件 3-1 で作成した SN-38 ナノ結晶水分散液を用いて行った。  
 
・粉末法 XRD 測定 
 作製した SN-38 ナノ結晶の粉末法 XRD 測定は、2.3 節と同様の手法で行った。測定サン
プルは、実験条件 3-1 で作成した SN-38 ナノ結晶水分散液を用いて行った。  
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○結果と考察  
 
・超音波照射の効果  
 
 まず、再沈澱時に超音波照射と撹拌を組み合わせることで、SN-38 の結晶成長の抑制を
試みた。しかしながら、DMSO 溶液を注入直後に、超音波照射・撹拌をやめると、SN-38 ナ
ノファイバーのみが得られることがわかった(実験条件 1-1, Figure 3-2)。そこで、DMSO 溶
液を注入後、5 もしくは 10 分間、超音波照射と撹拌を続けた(実験条件 1-2)。その結果、
DMSO 溶液を注入後、超音波照射しながら撹拌する時間が長くなるにつれて、得られる SN-
38 ナノファイバーのアスペクト比が減少し、ロッド状の粒子が生成することがわかった
(Figure 3-3)。  
 次に、DMSO 溶液注入後の超音波照射・撹拌の効果についてそれぞれ調べた。DMSO 溶
液を注入後、超音波照射のみを行った結果を Figure 3-4 に示す(実験条件 1-3)。撹拌を行わ
ず、超音波照射のみ行っても、照射時間が増大するにつれ、生成する SN-38 ナノファイバ
ーのアスペクト比が減少することがわかった。一方、超音波を照射せず、撹拌のみ行った
場合には、10 分間撹拌し続けても SN-38 ナノファイバーのアスペクト比は減少しないこと
がわかった(実験条件 1-4, Figure 3-5)。さらに、対照実験として、再沈法で SN-38 ナノファ
イバーを作製した後に、超音波照射を行った(実験条件 1-5)。しかし、SN-38 ナノファイバ
ーのアスペクト比の減少は観測されなかった(Figure 3-6)。  
 これらの結果をまとめたのが Table 3-2 である。DMSO 溶液を注入後、10 分間、超音波
照射しながら撹拌した実験条件 1-2 において、長軸方向の長さが約 150-300 nm の非常にア
スペクト比が小さい SN-38 ナノロッドの作製に成功した。実験条件 1-1 から 1-5 の結果か
ら、以下のことが言える。  
 
1) SN-38 の結晶成長は、DMSO 溶液注入後もしばらく続く  
2) SN-38 ナノファイバーのアスペクト比を減少させるためには、DMSO 溶液を注入後に
超音波照射する必要がある  
3) SN-38 ナノファイバーが超音波照射により破壊され、アスペクト比が減少しているわ
けではない  
 
 以上のことから、SN-38 ナノロッドの生成に関して Figure 3-7, 3-8 のように考察される。
第 2 章でも考察した通り、再沈法において結晶サイズを小さくするためには、結晶核の生
成数を増大させる必要がある 1-5)。一般的な再沈法では、撹拌することで液滴の崩壊や過飽
和状態からの対象化合物の析出を促進させ、大きな結晶を得るために温和な条件で行われ
る再結晶と比較し、微小な結晶を得ることができる。一方、超音波照射を行うことで、キ
ャビテーションの衝撃波により、過飽和状態から溶質の析出がより一層促進され、結果と
して、結晶核の数が増大すると考えられる。結晶核の生成数が多ければ多いほど、得られ
る結晶サイズが小さくなるため、超音波を照射したサンプルの方が一軸方向への結晶成長
が抑制され、SN-38 ナノファイバーのアスペクト比が減少したと予想される。   
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Figure 3-2 実験条件 1-1 の模式図と得られたサンプルの SEM 像  
 
 
 
 
Figure 3-3 実験条件 1-2 の模式図と得られたサンプルの SEM 像  
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Figure 3-4 実験条件 1-3 の模式図と得られたサンプルの SEM 像  
 
 
 
 
 
Figure 3-5 実験条件 1-4 の模式図と得られたサンプルの SEM 像  
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Figure 3-6 実験条件 1-5 の模式図と得られたサンプルの SEM 像  
 
 
 
 
Table 3-2 撹拌と超音波照射の効果の比較  
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Figure 3-7 粒子の生成メカニズムの模式図  
 
 
 
 
 
 
Figure 3-8 撹拌と超音波照射の結晶成長の違い  
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・界面活性剤の効果  
 
 次に、界面活性剤を加えることで、SN-38 ナノファイバーの微小化を試みた。超純水に
注入する DMSO 溶液に、生体適合性の非イオン性界面活性剤であるポリソルベート 80 を
加えたところ、ポリソルベート 80 を加えなかった場合と比較し、SN-38 ナノファイバーの
アスペクト比の減少が観測された(実験条件 2-1, Figure 3-9)。特に、1 および 5%ポリソルベ
ート 80 を DMSO 溶液に添加した場合、長軸方向の長さが 1 – 2 m 程度まで減少した。こ
のことから、界面活性剤の添加によっても、SN-38 ファイバーの長さが短くなることが明
らかとなった。一方、ポリソルベート 80 を超純水中に添加した場合、界面活性剤を添加し
なかった場合と比較し、SN-38 ナノファイバーのアスペクト比は同程度であった(実験条件
2-2, Figure 3-10)。  
界面活性剤の添加による SN-38 ナノファイバーの微小化は、界面活性剤が SN-38 の一軸
方向への結晶成長を抑制し、アスペクト比が減少したと考えられる。DMSO 溶液に加えた
場合は、SN-38 と界面活性剤が DMSO 中で混在しているため、結晶成長に影響を与えやす
いと考察した。一方、超純水中に界面活性剤を添加した場合は、DMSO 溶液に添加した場
合と比較し、結晶成長の抑制に十分寄与できなかったのだと予想される。  
 超音波照射、界面活性剤の添加ともに、SN-38 ナノファイバーのアスペクト比の減少に
寄与することが明らかとなった。両者を比較すると、超音波照射を行った場合は、長軸方
向の長さが 150－300 nm 程度まで減少したのに対し、界面活性剤の添加では 1 – 2 m 程度
までしか減少しなかった。このことから、超音波照射の方が、SN-38 結晶の核生成数、結
晶成長に対し大きな影響を与えることがわかった。  
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Figure 3-9 実験条件 2-1 の模式図と得られたサンプルの SEM 像  
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Figure 3-10 実験条件 2-2 の模式図と得られたサンプルの SEM 像  
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・超音波照射と界面活性剤添加の組み合わせ  
 
 DDS への応用を念頭に置いた場合、100 nm 程度の薬剤ナノ粒子を作製しなければなら
ない。しかしながら、超音波照射により作製した SN-38 ナノ結晶のサイズは 150－300 nm
程度であり、さらに小さくする必要がある。そこで、結晶サイズの微小化に効果があった
超音波照射と DMSO 溶液への界面活性剤の添加を組み合わせることで、さらに結晶サイズ
を減少させることができると考えた(実験条件 3-1)。  
 超音波照射と界面活性剤の添加を組み合わせて行った実験の結果を Figure 3-11 に示す。
SEM 像から、100 nm 程度の SN-38 ナノ結晶が生成していることが明らかとなった。すな
わち、DDS へと応用可能なサイズの SN-38 ナノ結晶の作製に成功した。  
 また、SN-38 ナノ結晶水分散液の分散安定性を評価するため、Zeta 電位測定を行った。
その結果、－8.03 mV と非常に低い値であった(Figure 3-12)。従来の再沈法で作製した SN-
38 ナノファイバー水分散液は、再沈澱後数分程度で凝集し始めたのに対し、SN-38 ナノ結
晶水分散液は、1 日程度安定に分散することが可能となった。そのため、分散安定性の向
上は、静電反発によるものではなく、界面活性剤の添加やアスペクト比の減少によりサイ
ズが微小化したためであると考えられる。  
 
 
 
Figure 3-11 実験条件 3-1 の模式図と得られたサンプルの SEM 像  
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Figure 3-12 SN-38 ナノ結晶の Zeta 電位  
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・SN-38 ナノ結晶の結晶性  
 
 作製した SN-38 ナノ結晶の結晶性を、粉末法 XRD 測定により評価した。その結果、X 線
回折ピークが観測され、高い結晶性を有していることが明らかとなった (Figure 3-13)。また、
従来の再沈法により作製した SN-38 ナノファイバーと同様の回折ピークが観測された。  
 超音波照射の効果について考察した通り、最終的に得られるナノ結晶は、過飽和状態か
ら発生した結晶核が成長することにより生成する (Figure 3-7, 3-8)。今回得られた SN-38 ナ
ノ結晶は、SN-38 ナノファイバーと同形であり、言い換えると、同様の結晶成長過程を経
て生成していると予想される。このことから、SN-38 ナノ結晶は、SN-38 ナノファイバー
と比較し、生成過程において大量の結晶核が発生し、その結果、結晶成長の進行が抑制さ
れたことで得られたと考えられる。すなわち、再沈法に超音波照射と界面活性剤の添加を
組み合わせることで、SN-38 の結晶成長を阻害することに成功した。  
 
 
 
 
 
 
Figure 3-13 SN-38 ナノファイバー、SN-38 ナノ結晶の X 線回折  
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3.3  SN-38 ナノ粒子の抗がん活性評価  
 
○実験  
 
試薬  
 
DMEM (Life Technology), FBS (Life Technology), Penicillin, Streptomycin (PS) (Life 
Technology), DMSO (DOJINDO, Lu)、塩酸イリノテカン三水和物(東京化成), Cell Counting 
Kit-8 (DOJINDO) 
 これらの試薬は、市販のものを精製せずそのまま用いた。  
超純水は、超純水作製装置(sartorius、アリウム 611UV)で精製したものを用いた。  
SN-38 二量体は、文献を参考に合成したものを用いた 2)。  
 
実験装置  
 
 マグネティックスターラーは、マグミキサー(yamato, MH301)を用いた。  
 
がん細胞  
 
 HepG2 は、DMEM に 10% FBS および 1% PS を混合したものを培地として、継代したも
のを用いた。  
KPL-4 は、DMEM に 5% FBS を混合したものを培地として、継代したものを用いた。  
MCF-7 は、DMEM に 10% FBS を混合したものを培地として、継代したものを用いた。  
 
実験方法  
 
・サンプル  
 SN-38 ナノ結晶水分散液は、実験条件 3-1 で作製したものを用いた。  
 SN-38 二量体ナノ粒子水分散液は、次のように調製した。30 mL サンプル管に超純水(10 
mL)を入れた後、スターラーバーを入れ、マグネティックスターラーを用いて激しく撹拌
した。そこへ、マイクロシリンジを用いて 5 mM SN-38 二量体 DMSO 溶液(100 L)を注入
することで得た。  
塩酸イリノテカン水溶液は，次のように調製した。30 mL サンプル管に超純水(10 mL)を
入れた後、スターラーバーを入れ、マグネティックスターラーを用いて激しく撹拌した。
そこへ、マイクロシリンジを用いて 10 mM 塩酸イリノテカン三水和物 DMSO 溶液(100 L)
を注入することで得た。 
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・In vitro 評価  
 96 well プレートに、HepG2 (2×105 cells/mL, 100 L/well)、KPL-4 (2×105 cells/mL, 100 
L/well)、MCF-7 (1×105 cells/mL, 100 L/well)をそれぞれ播種し、一日 5% CO2インキュベ
ータ中で培養した。培地を吸引した後に、培地で希釈した SN-38 ナノ結晶、SN-38 二量体
ナノ粒子、塩酸イリノテカン(0.1－5M, SN-38 換算、100L/well)をそれぞれ添加し、5% 
CO2インキュベータで 48 時間培養した。  
 また、時間変化の実験は、以下のように行った。96 well プレートに、HepG2 (2×105 
cells/mL, 100 L/well)を播種し、一日 5% CO2インキュベータ中で培養した。培地を吸引し
た後に、培地で希釈した SN-38 ナノ結晶、SN-38 二量体ナノ粒子、塩酸イリノテカン(0.1, 
1, 10M, SN-38 換算、100L/well)をそれぞれ添加し、5% CO2インキュベータで 24, 48, 72
時間培養した。  
 
測定装置  
 
・マイクロプレートリーダー  
 抗がん活性評価は、2.4 節と同様の手法で評価した。発色時間は、HepG2 は 45 分、MCF-
7 は 1 時間とした。  
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○結果と考察  
 
SN-38 ナノ結晶の抗がん活性を SN-38 の水溶性プロドラッグであるイリノテカン、SN-
38 の疎水性プロドラッグである SN-38 二量体のナノ粒子と比較した(Figure 3-14, 3-15)。
SN-38 ナノ結晶を HepG2, KPL-4, MCF-7 の 3 種類のがん細胞を用いて活性評価を行ったと
ころ、いずれのがん細胞に対してもイリノテカンと比較し、非常に高い活性を示した。ま
た、高い抗がん活性を示す SN-38 二量体ナノ粒子と比較しても、同程度の活性を示すこと
が明らかとなった。  
 細胞膜は、脂質二重膜で構成されているため、水溶性の化合物と比較して疎水性が高い
化合物の方が優れた透過性を示す(Figure 3-16)。そのため、水溶性分子であるイリノテカン
と比較し、疎水性分子である SN-38 や SN-38 二量体の方が高い細胞浸透性を有すると考え
られる。また、SN-38 ナノ結晶および SN-38 二量体ナノ粒子は 100 nm 以下と非常に小さい
ため、高い細胞浸透性を示すことが想定される 6,7)。このことから、SN-38 ナノ結晶および
SN-38 二量体ナノ粒子がイリノテカンと比較し、高い抗がん活性を示した要因として、SN-
38 ナノ結晶と SN-38 二量体ナノ粒子の表面は疎水性が高いため、水溶性のイリノテカンと
比較して細胞浸透性が高く、結果として細胞内の SN-38 濃度が上昇し、高い抗がん活性を
示したのだと考えられる。  
 一方、SN-38 ナノ結晶と SN-38 二量体ナノ粒子間では、ほとんど抗がん活性に差が見ら
れなかった。SN-38 二量体ナノ粒子は加水分解が進行しなければ活性を示さないことが以
前の研究で明らかとなっている 1)。そのため、SN-38 二量体が細胞内で加水分解された後
に、抗がん活性を示していると考えられるが、時間変化の実験の結果からもほとんど差が
見られなかった(Figure 3-17)。これは、HepG2 は加水分解酵素が豊富に存在する肝がん由来
の細胞であり、代謝が活発に行われるため、加水分解速度が速やかに進行し、ほとんど差
が見られなかったのだと考えられる。  
  
第 3章 プロドラッグ化を伴わない抗がん活性薬剤ナノ粒子作製法の開発 
70 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-14  SN-38 ナノ結晶の種々のがん細胞への活性評価  
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Figure 3-15 種々のがん細胞への活性の比較  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-16 細胞浸透性の模式図  
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Figure 3-17  SN-38 ナノ結晶の HepG2 に対する抗がん活性の時間変化  
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3.4 まとめ  
 
 第 3 章では、プロドラッグ化を伴わない、SN-38 単量体から構成されるナノ結晶を作製
するために再沈法の実験条件の検討を行った。また、得られた SN-38 ナノ結晶の抗がん活
性をイリノテカン、SN-38 二量体ナノ粒子と比較した。  
 従来の再沈法に超音波照射を組み合わせることで、SN-38 ナノファイバーのアスペクト
比が減少し、長軸方向の長さが短いロッド状の構造体が得られることが明らかとなった。
また、超純水に注入する DMSO 溶液に界面活性剤を添加することでも同様の効果が得られ
ることがわかった。そこで、超音波照射と界面活性剤の添加を組み合わせて再沈法を行っ
たところ、長軸方向の長さが 100 nm 程度の SN-38 ナノ結晶を作製することに成功した。
得られた SN-38 ナノ結晶水分散液は、従来の再沈法で作製した SN-38 ナノファイバー水分
散液と比較し、分散安定性が向上することが明らかとなった。さらに、粉末法 XRD 測定に
より、SN-38 ナノ結晶は、SN-38 ナノファイバーと同形であることがわかった。以上の結
果から、超音波照射や界面活性剤を添加することで、生成する結晶核の数が増大し、それ
に伴って、結晶成長が抑制されるためアスペクト比が減少し、長軸方向の長さが短くなっ
たのだと考えられる。  
 得られた SN-38 ナノ結晶を、3 種類のがん細胞に投与したところ、いずれの細胞種にお
いても、SN-38 の水溶性プロドラッグで上市薬であるイリノテカンと比較し、非常に優れ
た活性を示した。また、SN-38 の疎水性プロドラッグである SN-38 二量体のナノ粒子と同
程度の活性を有することが明らかとなった。このことから、SN-38 単量体のみからなるナ
ノ結晶を作製することで、非常に優れた活性を有する抗がん剤を作製できることがわかっ
た。  
 本ナノ結晶作製手法は、抗がん剤のみならず、多くの有機化合物の結晶の微小化法とし
て有効であることが予想されるため、様々な分野への応用が期待できる。  
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4.1 緒言  
 
 第 1 章で述べた通り、ブリンゾラミドの上市薬である Azopt は、主にブリンゾラミドの
マイクロファイバーで構成されているため、副作用の懸念や使用感の問題を抱えている。
そこで、ブリンゾラミドのナノ粒子点眼薬を作製し、高い眼内移行性を有することができ
れば、少量で優れた薬効を示し、副作用が軽減されることが考えられる。また、粒子サイ
ズが小さくなることで可視光の散乱が減少し、点眼薬の透明度が高くなることが予想され、
結果として、現行の点眼薬の使用感が改善されることが考えられる。  
しかし、ブリンゾラミドに再沈法を適用したところ、マイクロサイズのファイバーしか
得られなかった(Figure 4-1)。また、第 3 章で行った超音波照射を組み合わせた再沈法を行
った場合でも、マイクロファイバーのみが生成した (Figure 4-2)。  
第 4 章では、ブリンゾラミドのナノ粒子を作製するために、ブリンゾラミドに疎水性置
換基として、コレステロール基および Trimethyl lock (TML)基を化学修飾したブリンゾラミ
ドプロドラッグを合成することで、ナノ粒子化を試みた(Figure 4-3)。また、疎水性置換基
を化学修飾する部位が異なるブリンゾラミドプロドラッグを合成することで、プロドラッ
グの加水分解速度およびブリンゾラミド放出速度の制御、それに伴う眼圧下降作用の発現
時間の制御を行った。なお、ブリンゾラミドプロドラッグナノ粒子点眼薬が薬効を示すた
めには、次のような段階を経る必要がある(Figure 4-4)。まず、ナノ粒子として眼内に移行
し、その後、眼内に存在する加水分解酵素により、加水分解され、ブリンゾラミドを放出
する。放出されたブリンゾラミドが、作用部位である毛様体に達することで、眼圧下降作
用を示すと考えられる。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-1 ブリンゾラミドへの再沈法の適用  
  
第 4章 ナノ粒子点眼薬の作製と眼圧下降作用評価 
77 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-2 ブリンゾラミドへの超音波照射を組み合わせた再沈法の適用  
 
 
 
 
 
 
Figure 4-3 ブリンゾラミドプロドラッグの設計と化合物例  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-4 本研究の概念図  
  
第 4章 ナノ粒子点眼薬の作製と眼圧下降作用評価 
78 
 
4.2 各種コレステロールプロドラッグの合成とナノ粒子化  
 
4.2.1 各種コレステロールプロドラッグの合成  
 
各種コレステロールプロドラッグの合成に関する全ての化学反応は、窒素雰囲気下で行
った。なお、ガラス器具は、減圧下で加熱して乾燥させたものを使用した。  
 
試薬  
 
 ブリンゾラミド(Toronto Research Chemicals Inc.), N,N-diisopropylethylamine (和光純薬、和
光一級), DMAP (和光純薬、試薬特級), CH2Cl2 (和光純薬、有機合成用)、クロロギ酸コレス
テロール(東京化成), NH4Cl (和光純薬、試薬特級), NaCl (和光純薬、試薬特級), MgSO4 (関
東化学), CHCl3 (和光純薬、試薬特級), MeOH (和光純薬、試薬特級), CDCl3 (和光純薬、NMR
用), THF-d8 (Merck) 
 これらの試薬は、市販のものを精製せずそのまま用いた。  
 
測定装置  
 
・NMR スペクトル測定  
 1H および 13C NMR スペクトル測定は、2.2 節と同様の手法で行った。化学シフト値は、
CDCl3に関しては、2.2 節と同様に、THF-d8は、残留プロトン( = 3.58 ppm)及び炭素のシ
グナル( = 67.2 ppm)を基準としたデータを表記した。  
 
・IR スペクトル測定  
 IR スペクトル測定は、2.2 節と同様の手法で行った。  
 
・質量分析計(MS) 
 MS 測定は、質量分析計(Bruker, HCT ultra-IMR)を用いて行った。測定は、測定サンプル
を ESI 法によりイオン化することで行った。  
 
・高分解能マススペクトル(HRMS) 
 HRMS 測定は、高性能二重収束質量分析計(JEOL, JMS-700)もしくは高精度構造解析質量
分析システム(Bruker, micrOTOF-Q II-S1)を用いて行った。測定は、測定サンプルを fast atom 
bombardment (FAB)法もしくは ESI 法によりイオン化することで行った。  
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○実験  
 
Scheme 4-1 コレステロールプロドラッグの合成  
 
 スターラーバー、三方コックを備え付けた二口フラスコに、ブリンゾラミド  (150 mg, 391 
mol)、DIPEA (84 L, 508 mol)を入れ、CH2Cl2 (2.5 mL)に溶かした。混合液を氷冷し、そ
こへクロロギ酸コレステロール(178 mg, 396 mol)を CH2Cl2 (2.5 mL)に溶かし加えた。その
後、ゆっくりと室温へ戻した。室温で 5 時間撹拌した後、飽和 NH4Cl 水溶液で反応を停止
した。反応液を純水、飽和食塩水で分液し、有機層を MgSO4で乾燥させた。これを濾過後、
溶媒溜去した。得られた固体を、シリカカラムクロマトグラフィー (展開溶媒：CHCl3 : MeOH 
= 100 : 1 – 10 : 1)で精製することで、それぞれを単離した。コレステロールプロドラッグは
黄色固体で得た。収率 23% (73 mg, 91.7 mol)。二置換体コレステロールプロドラッグは白
色固体で得た。収率 24% (113 mg, 93.5 mol)。  
 
 
 
Scheme 4-2 二置換体コレステロールプロドラッグの合成  
 
 スターラーバー、三方コックを備え付けた二口フラスコに、ブリンゾラミド  (205 mg, 
0.530 mmol)、DIPEA (380 L, 2.29 mmol)、DMAP (7.0 mg, 0.057 mmol)を入れ、CH2Cl2 (3.5 
mL)に溶かした。混合液を氷冷し、そこへクロロギ酸コレステロール(710 mg, 1.58 mmol)を
CH2Cl2 (3.5 mL)に溶かし加えた。その後、ゆっくりと室温へ戻した。室温で一晩撹拌した
後、飽和 NH4Cl 水溶液で反応を停止した。反応液を純水、飽和食塩水で分液し、有機層を
MgSO4で乾燥させた。これを濾過後、溶媒溜去した。得られた固体を、シリカカラムクロ
マトグラフィー(展開溶媒：CHCl3 : MeOH = 100 : 0 – 25 : 1)で精製することで、二置換体コ
レステロールプロドラッグを白色固体で得た。収率 98% (631 mg, 0.522 mmol)。  
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○結果と考察  
 
 コレステロールプロドラッグの合成は、ブリンゾラミドとクロロギ酸コレステロールと
を反応させることで行った(Scheme 4-1, 4-2)。クロロギ酸コレステロールを 1 等量加えた場
合(Scheme 4-1)、2 種類の一置換体コレステロールプロドラッグおよび二置換体コレステロ
ールプロドラッグが生成していることが MS スペクトルから判明した(Table 4-1, 4-2, 4-3)。
2 種類の一置換体は、スルホンアミド基にコレステロール基が化学修飾したコレステロー
ルプロドラッグと EtNH 基にコレステロール基が化学修飾した Iso-コレステロールプロド
ラッグであることが考えられる。1 級アミンであるスルホンアミド基と 2 級アミンである
EtNH 基を比較すると、スルホンアミド基の方が高い反応性を示すと予想される。そのた
め、単離した一置換体は、コレステロールプロドラッグ、わずかに生成した一置換体は Iso-
コレステロールプロドラッグであると推定した。また、3 級アミンである DIPEA は、反応
中に発生する塩酸を塩基としてトラップする役割を担っている。  
クロロギ酸コレステロールを 3 等量とし、DMAP を触媒として加えた場合、二置換体コ
レステロールプロドラッグのみが生成した(Scheme 4-2)。DMAP などのピリジン系化合物
やトリメチルアミンなどの 3 級アミンは、アシル基を活性化させる。このことにより、カ
ルボニル炭素の求電子性が高まり、アミン基が反応しやすくなる。  
 全てのコレステロールプロドラッグ類縁体は、ブリンゾラミドとコレステロールが酵素
による加水分解可能なカルバメート結合を介してつながっている (Figure 4-3)。そのため、
眼内に存在する加水分解酵素により、加水分解されることが予想される。  
 Table 4-1 に、コレステロールプロドラッグのスペクトルデータを、Table 4-2 に Iso-コレ
ステロールプロドラッグのスペクトルデータを、Table 4-3 に二置換体コレステロールプロ
ドラッグのスペクトルデータを示す。  
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Table 4-1 コレステロールプロドラッグのスペクトルデータ  
 
IR: 
νmax 2934, 1660, 1465, 1355, 1267, 1196, 1171, 1101, 1013, 950, 887, 849, 792, 724 cm –1. 
 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ 0.67 (s, 3H), 0.80–2.10 (m, 46H), 2.20–2.40 (m, 2H), 2.70-2.90 (m, 1H), 3.20–3.90 (m, 4H), 3.34 
(s, 3H), 4.50–4.60 (m, 1H), 5.37 (s, 1H), 7.84 (s, 1H). 
 
HRMS (ESI): 
m/z calcd. for C40H65N3O7S3 [M+H]+ 796.4057, found 796.4053. 
 
 
 
Table 4-2 Iso-コレステロールプロドラッグのスペクトルデータ  
 
MS (ESI): 
796.5 [M+H]+. 
 
 
 
Table 4-3 二置換体コレステロールプロドラッグのスペクトルデータ  
 
IR: 
νmax 2939, 1754, 1705, 1464, 1358, 1274, 1159, 1014, 888, 772, 680, 660, 635 cm –1. 
 
1H NMR (400 MHz, THF-d8): 
δ 0.72 (s, 6H), 0.80–1.80 (m, 72H), 1.80-2.20 (m, 11H), 2.30–2.60 (m, 4H), 3.10–3.70 (m, 5H), 
3.27 (s, 3H), 4.20–4.80 (m, 2H), 5.20-5.40 (m, 2H), 7.40-7.60 (m, 1H), 11.10-11.30 (m, 1H). 
 
13C NMR (101 MHz, THF-d8): 
δ 21.7, 22.8, 23.0, 28.8, 28.9, 32.6, 36.7, 37.0, 37.2, 37.3, 37.8, 40.3, 40.6, 43.03, 40.04, 51.0, 51.1, 
57.0, 57.1, 57.5, 58.5, 69.8, 77.4, 122.5, 123.0, 123.5, 123.7, 131.6, 133.1, 139.9, 140.9, 144.2, 
150.8. 
 
HRMS (FAB): 
m/z calcd. for C68H108N3O9S3 [M−H]− 1206.7248, found 1206.7253. 
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4.2.2 各種コレステロールプロドラッグナノ粒子の作製  
 
○実験  
 
試薬  
 
アセトン (DOJINDO, Sp), DMSO (DOJINDO, Lu)、エタノール(EtOH) (和光純薬、分光分
析用), THF (和光純薬、試薬特級)、ポリソルベート 80、植物由来(和光純薬、生化学用) 
これらの試薬は、市販のものを精製せずそのまま用いた。  
 超純水は、超純水作製装置(sartorius、アリウム 611UV)で精製したものを用いた。  
 
実験装置  
 
 マグネティックスターラーは、マグミキサー(yamato, MH301)を用いた。  
 
実験方法  
 
・サンプル  
 コレステロールプロドラッグ、二置換体コレステロールプロドラッグは、4.2.1 節で合成
したサンプルを用いた。  
 
・コレステロールプロドラッグナノ粒子水分散液の調製  
 30 mL サンプル管に超純水(10 mL)を入れた後、スターラーバーを入れ、マグネティック
スターラーを用いて激しく撹拌した。そこへ、マイクロシリンジを用いてコレステロール
プロドラッグ THF 溶液(200 L)を注入した。  
 
・二置換体コレステロールプロドラッグナノ粒子水分散液の調製  
 30 mL サンプル管に超純水(10 mL)を入れた後、スターラーバーを入れ、マグネティック
スターラーを用いて激しく撹拌した。そこへ、マイクロシリンジを用いて 10 mg/mL 二置
換体コレステロールプロドラッグ THF 溶液(100 L)を注入した。  
 
・高濃度分散液の調製  
 4 mL サンプル管に超純水(800 L)を入れた後、スターラーバーを入れ、マグネティック
スターラーを用いて激しく撹拌した。そこへ、マイクロシリンジを用いて 25 mg/mL 二置
換体コレステロールプロドラッグ、50 mg/mL ポリソルベート 80 の THF 溶液(200 L)を注
入した。その後、透析を 2 回行った。  
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測定装置  
 
・走査型電子顕微鏡(SEM) 
 作製したコレステロールプロドラッグ類縁体ナノ粒子の SEM 観察は、2.3 節と同様の手
法で行った。  
 
・動的光散乱法(DLS) 
 作製したコレステロールプロドラッグ類縁体ナノ粒子のサイズは、粒子径・ゼータ電位
測定機器(シスメックス、Zetasizer nanoZS)を用いて評価した。測定サンプルは、ブリンゾ
ラミドプロドラッグナノ粒子水分散液をプラスチック製のセルに 0.75 mL 注入して用いた。
測定は、He-Ne レーザー(3.0 mW, 633 nm)を用いて行い、温度は 25 °C に設定して行った。
高濃度分散液の測定は、超純水で 50 倍希釈したものを用いた。  
 
・Zeta 電位測定  
 作製したコレステロールプロドラッグ類縁体ナノ粒子の Zeta 電位測定は、2.3 節と同様
の手法で行った。高濃度分散液の測定は、超純水で 50 倍希釈したものを用いた。  
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○結果と考察  
 
・コレステロールプロドラッグのナノ粒子化  
 
 コレステロールプロドラッグのナノ粒子化を再沈法により試みた。まず、貧溶媒を水と
して用いた場合に良溶媒として適用可能な低毒性の有機溶媒 (アセトン、DMSO, EtOH, 
THF)に対する溶解度を評価したところ、いずれの有機溶媒に対しても 1 mg/mL で完全に溶
解しないことが分かった。そこで、最もコレステロールプロドラッグの溶解度が高かった
THF に溶解させた後、同溶液を水中に注入した。得られたコレステロールプロドラッグ水
分散液は、非常に濃度が薄く、DLS 測定を行うことが困難であった。そこで、SEM 観察を
行ったところ、約 20 – 50 nmのナノ粒子が生成していることが明らかとなった (Figure 4-5)。 
第 2 章および第 3 章でも考察した通り、再沈法において過飽和度が高ければ高いほど、
サイズの小さい粒子が得られることが明らかとなっている (Figure 2-3, 3-8)1,2)。ブリンゾラ
ミドに再沈法を適用したところ、数百m のファイバーが得られたのに対し(Figure 4-1, 4-
2)、疎水性置換基であるコレステロール基を化学修飾することでナノ粒子を作製すること
に成功した。このことから、コレステロール基を化学修飾することで、分子の疎水性が増
大したと考察した。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-5 コレステロールプロドラッグナノ粒子の SEM 像  
  
第 4章 ナノ粒子点眼薬の作製と眼圧下降作用評価 
85 
 
・二置換体コレステロールプロドラッグのナノ粒子化  
 
まず、二置換体コレステロールプロドラッグの有機溶媒に対する溶解度を評価したとこ
ろ、THF に対して 50 mg/mL 以上の溶解性を有していることがわかった。そこで、良溶媒
として THF を用い、再沈法により、二置換体コレステロールプロドラッグのナノ粒子化を
行った。作製した二置換体コレステロールプロドラッグナノ粒子のサイズ・形状を評価す
るため、SEM 観察と DLS 測定を行った。結果として、サイズ分布は広いが、平均粒径 100 
nm の球状粒子が生成することが分かった(Figure 4-6)。  
 また、二置換体コレステロ－ルプロドラッグナノ粒子の Zeta 電位を測定したところ、－
43.1 mV と高い値を示した(Figure 4-7)。そのため、二置換体コレステロールプロドラッグ
ナノ粒子は、1 週間以上安定に分散した。これは、二置換体コレステロールプロドラッグ
ナノ粒子間の静電反発によるものだと考えられる。  
 
 点眼薬へと応用する上で 0.01%の分散液では濃度が薄いことが考えられる。そこで、二
置換体コレステロールプロドラッグナノ粒子の 0.5%の高濃度分散液の調製を検討した。分
散液濃度が上昇すると、粒子サイズの増大、分散安定性の低下が予想される。そこで、生
体適合性界面活性剤であるポリソルベート 80 を THF 溶液に混合し、二置換体コレステロ
ールプロドラッグを再沈澱させることとした。その結果、分散液中の界面活性剤濃度を、
1%としたとき、平均粒径が約 150 nm の球状粒子の分散液が得られた(Figure 4-8)。また、
その分散液の Zeta電位を測定したところ、－51.4 mVと非常に高い値を示した(Figure 4-9)。  
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Figure 4-6 二置換体コレステロールプロドラッグナノ粒子の SEM 像とサイズ分布  
 
 
 
 
 
 
Figure 4-7 二置換体コレステロールプロドラッグナノ粒子の Zeta 電位 
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Figure 4-8 高濃度分散液の二置換体コレステロールプロドラッグナノ粒子の SEM 像とサ
イズ分布  
 
 
 
 
 
Figure 4-9 高濃度分散液の二置換体コレステロールプロドラッグナノ粒子の Zeta 電位  
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4.3 各種コレステロールプロドラッグナノ粒子点眼薬の薬効評価  
 
4.3.1 各種コレステロールプロドラッグナノ粒子の加水分解挙動  
 
○実験  
 
試薬  
 
 ブリンゾラミド(Toronto Research Chemicals Inc.)、セボフルラン(丸石製薬)、ケタミン塩
酸塩(第一三共)、キシラジン塩酸塩(Bayer HealthCare), MeOH (和光純薬、LC/MS 用), CH3CN 
(和光純薬、LC/MS 用)、ギ酸(和光純薬、LC/MS 用), PBS (－) (和光純薬、細胞培養用) 
 これらの試薬は、市販のものを精製せずそのまま用いた。  
 標準サンプル用のブリンゾラミド水溶液は次のように作製した。30 mL サンプル管に超
純水(10 mL)を入れた後、スターラーバーを入れ、マグネティックスターラーを用いて激し
く撹拌した。そこへ、マイクロシリンジを用いて 10 mg/mL ブリンゾラミド  アセトン溶液
(100 L)を注入した。アセトンを除去するため、濃縮装置を用いて 5 分間、吸引しながら
撹拌を行った。  
 ラット前房水の採取は、次のように行った。セボフレンで吸入麻酔をかけた後に、ケタ
ミン塩酸塩(160 mg/kg)、キシラジン塩酸塩(16 mg/kg)の混合液を筋肉注射し、麻酔をかけ
た。その後、30G の注射針で前房水を採取した。  
 
実験動物  
 
 Sprague-Dawley (SD)ラット(12－15 週齢、オス)は、自由摂食下で飼育した。また、搬入
後、環境に馴化させるために、1 週間以上飼育してから実験に用いた。 
 なお、本研究で行った全ての動物実験計画は、東北大学動物実験専門委員会に認可を受
けており、同委員会の法令を遵守して行った。  
 
実験方法  
 
・サンプル  
コレステロールプロドラッグナノ粒子水分散液は、4.2.2 節で作製したサンプルを用いた。
二置換体コレステロールプロドラッグナノ粒子水分散液は、4.2.2 節で作製した高濃度分散
液のサンプルを超純水で 50 倍希釈したものを用いた。  
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・前房水中での加水分解  
 ラット前房水(135 L)に、コレステロールプロドラッグ類縁体ナノ粒子水分散液 (15 L)
を入れ、37 °C のウォーターバスで加熱した。5, 10, 30, 60, 120 分後に、反応液(10 L)を分
取し、MeOH (90 L)を加えた。10000 rpm で 5 分間遠心分離し、上澄み(60 L)を MeOH:水
＝9:1 (540 L)へ加えた。 
 
・PBS 中での加水分解  
 PBS (135 L)に、コレステロールプロドラッグ類縁体ナノ粒子水分散液 (15 L)を入れ、
37 °C のウォーターバスで加熱した。120 分後に、反応液(10 L)を分取し、MeOH (90 L)
を加えた。10000 rpm で 5 分間遠心分離し、上澄み(60 L)を MeOH:水＝9:1 (540 L)へ加え
た。  
 
測定装置  
 
・LC-MS/MS 
 加水分解速度の評価は、LC-MS/MS を用いて行った。コレステロールプロドラッグの LC-
MS/MS 測定条件を以下に示す。  
 
 カラム：逆相カラム(Imtakt Unison UK-C8, 2×100 mm)、カラム温度：35 °C、移動相：
水+ 0.1%ギ酸/ CH3CN + 0.1%ギ酸＝70/30－10/90 at 1 分、流速：0.3 mL/min、サンプル注入
量：1 L、保持時間：ブリンゾラミド(5.8 分)、コレステロールプロドラッグ(8.0 分), Precursor 
ion: ブリンゾラミド(m/z 384.00)、コレステロールプロドラッグ(m/z 796.50) 
 
二置換体コレステロールプロドラッグの LC-MS/MS 測定条件を以下に示す。  
 
 カラム：逆相カラム(Imtakt Unison UK-C8, 2×100 mm)、カラム温度：35 °C、移動相：
水+ 0.1%ギ酸/ CH3CN + 0.1%ギ酸＝3/97、流速：0.3 mL/min、サンプル注入量：1 L、保持
時間：ブリンゾラミド(1.0 分)、二置換体コレステロールプロドラッグ(7.0 分), Precursor ion: 
ブリンゾラミド(m/z 385.20)、二置換体コレステロールプロドラッグ(m/z 1254.20) 
 
 コレステロールプロドラッグの標準サンプルは、水分散液(10 L), 0.001%ブリンゾラミ
ド水溶液(10 L)に、水(80 L), MeOH (900 L)を加え、MeOH:水＝9:1 で 1/10 に希釈するこ
とで調製した。  
二置換体コレステロールプロドラッグの標準サンプルは、 0.01%水分散液 (10 L), 
0.0033%ブリンゾラミド水溶液(10 L)に、水(80 L), MeOH (900 L)を加え、MeOH:水＝9:1
で 1/10 に希釈することで調製した。  
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○結果と考察  
 
 ブリンゾラミドが炭酸脱水酵素阻害作用を示すためには、2 つのアミノ基が酵素との結
合に関与していることが知られている 3)。そのため、コレステロールプロドラッグが眼圧
下降作用を示すためには、コレステロール基とブリンゾラミドをつなぐカルバメート結合
が加水分解され、ブリンゾラミドが放出される必要がある。  
 そこで、ラットの前房水を採取し、前房水中でのコレステロールプロドラッグナノ粒子
の加水分解挙動を評価した。前房水中には、加水分解酵素が含まれていることが知られて
いる 4,5)。標準サンプルは、全く加水分解が進行しなかったときのコレステロールプロドラ
ッグの濃度を考慮して調製した。ブリンゾラミドに関しては、コレステロールプロドラッ
グナノ粒子水分散液の濃度が不明であるため、ブリンゾラミドのピークが出る保持時間を
把握するために、適量を加えて調整した。結果として、2 時間後のコレステロールプロド
ラッグのピーク強度が標準サンプルと同程度であった(Figure 4-10)。また、ブリンゾラミド
のピークが観測されなかったことから、コレステロールプロドラッグナノ粒子は、前房水
中の酵素により加水分解されないことが判明した。  
次に、二置換体コレステロールプロドラッグナノ粒子の加水分解挙動を評価した (Figure 
4-11)。標準サンプルは、全ての二置換体コレステロールプロドラッグが加水分解したとき
に放出されるブリンゾラミドの濃度、並びに、加水分解が全く進行しなかったときの二置
換体コレステロールプロドラッグの濃度を考慮して調製した。結果として、二置換体コレ
ステロールプロドラッグは、2 時間後において標準サンプルとピーク強度は、ほぼ同じで
あり、加水分解が進行していないことが明らかとなった。また、ブリンゾラミドのピーク
が観測されなかった。以上の結果から、二置換体コレステロールプロドラッグが加水分解
していないと結論付けた。  
 コレステロールプロドラッグ類縁体は、ブリンゾラミドとコレステロールの間に加水分
解点であるカルバメート結合を有している(Figure 4-3)。また、コレステロール基は非常に
嵩高い置換基である。そのため、嵩高いコレステロール基が加水分解点を覆い、カルバメ
ート結合部位に加水分解酵素が接近できないため、加水分解が進行しないと予想される
(Figure 4-12, 4-13)。  
 以上の結果から、コレステロール類縁体プロドラッグナノ粒子を点眼した場合、眼圧下
降作用が発現しないことが予想される。  
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Figure 4-10 コレステロールプロドラッグナノ粒子の加水分解挙動  
 
 
 
 
 
 
Figure 4-11 二置換体コレステロールプロドラッグナノ粒子の加水分解挙動  
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Figure 4-12 コレステロールプロドラッグの推定 3 次元構造  
 
 
 
 
 
 
Figure 4-13 二置換体コレステロールプロドラッグの推定 3 次元構造  
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4.3.2 二置換体コレステロールプロドラッグナノ粒子点眼薬の眼圧下降作用評価  
 
○実験  
 
試薬  
 
 1% Azopt (Alcon)、イソフルラン(Pfizer), NaCl (和光純薬、試薬特級)、ポリソルベート 80、
植物由来(和光純薬、生化学用) 
 これらの試薬は、市販のものを精製せずそのまま用いた。  
 
実験動物  
 
 SD ラット(10－12 週齢、オス)は、4.3.1 節と同様の条件で飼育してから実験に用いた。  
 
実験方法  
 
・サンプル  
 二置換体コレステロールプロドラッグナノ粒子点眼薬は、0.5%水分散液(90 L)に、9%食
塩水(10 L)を加えることで、生理食塩水濃度とし、適切な浸透圧を有するナノ粒子点眼薬
を調製した。  
 
・眼圧測定  
 SD ラットを、吸入麻酔装置を用いて、5%イソフルランで吸入麻酔をかけた後、2%イソ
フルランで、麻酔状態を維持した。眼圧を測定し、右眼に点眼薬(10 L)、左眼に生理食塩
水(10 L)を点眼し、ケージへと戻すことで覚醒させた。その後、6 時間まで 1 時間おきに
左右の眼の眼圧を測定し、眼圧の時間変化を評価した。  
 
測定装置  
 
・眼圧計  
 ラットの眼圧測定は、トノラボ手持眼圧計(M.E.Technica, icare TONOLAB)を用いて測定
した。測定は、ラットの眼の中心を 6 回プローブで接触することで 1 サイクルとし、これ
を 6 サイクル行い、6 サイクルの平均値を眼圧の値とした。これを 6 匹行うことで、眼圧
評価を行った。  
  
第 4章 ナノ粒子点眼薬の作製と眼圧下降作用評価 
94 
 
○結果と考察  
 
 ラットに二置換体コレステロールプロドラッグナノ粒子点眼薬を点眼することで、眼圧
下降作用を評価した。その結果を Figure 4-14 に示す。結果として、点眼した右眼とコント
ロールとして生理食塩水を点眼した左眼の眼圧の差に変化が見られなかった。このことか
ら、二置換体コレステロールプロドラッグナノ粒子点眼薬は眼圧下降作用を示さないこと
が明らかとなった。二置換体コレステロールプロドラッグナノ粒子は、4.3.1 節の実験で示
した通り、前房水中で加水分解が進行しないため(Figure 4-11)、薬理活性体であるブリンゾ
ラミドを放出することができず、眼圧下降作用を示さなかったと考察される。  
 以上の結果から、眼圧下降作用を示すためには、容易に加水分解可能な疎水性置換基を
化学修飾したブリンゾラミドプロドラッグを合成する必要があることが判明した。そこで、
次節以降は、加水分解しやすい置換基を有するブリンゾラミドプロドラッグナノ粒子点眼
薬に関する検討を行った。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-14 二置換体コレステロールプロドラッグナノ粒子点眼薬の眼圧下降作用  
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4.4 TML プロドラッグの合成とナノ粒子化  
 
4.4.1 TML プロドラッグの合成  
 
○実験  
 
  TML プロドラッグの合成スキームを Scheme 4-3、ジメチル体 TML プロドラッグの合成
スキームを Scheme 4-4、エーテル体 TML プロドラッグの合成スキームを Scheme 4-5 に示
す。  
 
 
 
 
Scheme 4-3 TML プロドラッグの合成  
 
 
 
 
Scheme 4-4 ジメチル体 TML プロドラッグの合成  
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Scheme 4-5 エーテル体 TML プロドラッグの合成  
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○結果と考察  
 
 文献を参考に、化合物 1 から 3 工程で化合物 2 を合成し、さらに 5 工程で TML 前駆体
である化合物 7 を合成した(Scheme 4-3)。次に、7 とブリンゾラミドとを EDC を用いた縮
合反応により TML プロドラッグを得た(Scheme 4-3)。TML プロドラッグは、NMR および
質量分析から、一置換体であると推定した。そこで、TML 基が化学修飾したアミン基を同
定するため、アミン基をメチル化したジメチル体 TML プロドラッグを合成し(Scheme 4-4)、
1H-detected multibond heteronuclear multiple quantum coherence spectrum (HMBC)測定を行っ
た。結果として、EtNH 基に化学修飾されたメチル基の水素のシグナルと、EtN 基のメチレ
ン鎖およびブリンゾラミドの C4 位の炭素のシグナルとの相関が観測された(Figure 4-15)。
また、スルホンアミド基に化学修飾されたメチル基の水素のシグナルと TML 基とブリン
ゾラミドが結合したアミド基のカルボニル炭素との相関も観測された (Figure 4-15)。この結
果から、TML 基は、スルホンアミド基に化学修飾されたと同定した。また、TML 基の加水
分解点をエーテル結合としたエーテル体 TML プロドラッグの合成も行った(Scheme 4-5)。 
TML プロドラッグは、ブリンゾラミドに疎水性置換基が直接結合し、加水分解点が分子
の外側に位置する分子設計となっている(Figure 4-3)。そのため、コレステロールプロドラ
ッグと比較し、加水分解が進行しやすいことが予想される。また、TML 基の 3 つのメチル
基により、芳香環とブリンゾラミドをつなぐリンカー部分の C－C 結合の回転が抑制され
ている。そのため、カルボネート結合の加水分解により生成したヒドロキシ基が、ブリン
ゾラミドと TML 基をつなぐアミド結合のカルボニル基に接近しやすくなり、分子内反応
が速やかに進行すると考えられる(Scheme 4-6)7)。以上のことから、TML プロドラッグは、
加水分解酵素により、速やかにブリンゾラミドを放出すると予想される。  
 一方、エーテル体 TML プロドラッグは、TML プロドラッグの加水分解点であるカルボ
ネート結合がエーテル結合となった構造を有している。そのため、加水分解が進行せず、
その後の分子内反応が進行しないため、ブリンゾラミドを放出できないことが想定される。 
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Figure 4-15 ジメチル体 TML プロドラッグの HMBC 測定  
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Scheme 4-6 TML プロドラッグの分解機構  
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Table 4-4 化合物 3 のスペクトルデータ  
 
IR(KBr): 
νmax 3502, 2954, 2926, 2855, 1713, 1471, 1454, 1403, 1365, 1252, 1225, 1191, 1097, 1036 , 1026, 
859, 836, 776, 734, 697 cm–1. 
 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ 0.02 (s, 6H), 0.87 (s, 9H), 1.58 (s, 6H), 2.09 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.22 (s, 3H), 2.42 (s, 3H), 3.63 
(t, J = 6.6 Hz, 2H), 4.70 (s, 2H), 5.84 (s, 1H), 6.46 (s, 1H), 7.33 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 7.39 (t, J = 7.2 
Hz, 2H), 7.47 (d, J = 7.2 Hz, 2H) 
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3): 
δ−5.13, 16.3, 16.5, 18.4, 26.1, 32.5, 40.0, 44.9, 62.0, 74.1, 117.8, 127.55, 127.64, 128.3, 128.8, 
131.0, 131.1, 137.7, 149.8, 151.6. 
 
MS (EI): 
428 (0.4) [M]+, 205 (100) [M−TBS−OBn]+. 
 
 
 
Table 4-5 化合物 4 のスペクトルデータ  
 
IR(KBr): 
νmax 958, 2928, 2855, 1758, 1471, 1369, 1243, 1208, 1090, 996, 972, 835, 776, 733, 696 cm–1. 
 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ 0.02 (s, 6H), 0.85 (s, 9H), 1.00 (d, J = 6.6 Hz, 6H), 1.51 (s, 6H), 2.00–2.09 (m, 1H), 2.07 (t, 2H, 
J = 7.6 Hz), 2.26 (s, 3H), 2.49 (s, 3H), 3.52 (t, J = 7.6 Hz, 2H),  4.02 (d, 2H, J = 6.6 Hz), 4.74 (s, 
2H), 6.70 (s, 1H), 7.34 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 7.40 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 7.47 (d, J = 7.2 Hz, 2H) . 
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3): 
δ−5.12, 16.3, 16.6, 18.3, 19.0, 26.0, 27.9, 31.8, 40.0, 45.8, 60.8, 73.7, 74.5, 123.7, 127.5, 1 27.8, 
128.3, 129.5, 131.9, 136.0, 137.3, 145.8, 154.21, 154.27. 
 
MS (EI): 
471 (14) [M−Bu]+, 205 (29) [M− iBuOCO−TBS−OBn]+, 91 (100) [Bn]+. 
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Table 4-6 化合物 5 のスペクトルデータ  
 
IR(KBr): 
νmax 3468, 2959, 2928, 2874, 1756, 1470, 1454, 1402, 1370, 1244, 1209, 996, 97 1, 782, 735, 697 
cm–1. 
 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ 1.00 (d, J = 6.6 Hz, 6H), 1.52 (s, 6H), 2.00–2.07 (m, 1H), 2.10 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.26 (s, 3H), 
2.48 (s, 3H), 3.57 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 4.03 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 4.75 (s, 2H), 6.71 (s, 1H), 7.35 (t, J 
= 7.2 Hz, 1H), 7.40 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 7.46 (d, J = 7.2 Hz, 2H) . 
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3): 
δ 16.3, 16.6, 19.0, 27.9, 31.9, 39.6, 45.7, 60.5, 73.7, 74.7, 123.9, 127.5, 127.8, 128.3, 129.8, 132.1, 
135.6, 137.2, 145.7, 154.38, 154.47. 
 
MS (EI): 
414 (0.01) [M]+, 205 (100) [M− iBuOCO−OBn]+. 
 
 
 
Table 4-7 化合物 6 のスペクトルデータ  
 
IR(KBr): 
νmax 2961, 2930, 2874, 1758, 1713, 1470, 1453, 1370, 1241, 1210, 1001, 970, 781, 735, 697  cm–1. 
 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ 1.00 (d, J = 6.4 Hz, 6H), 1.51 (s, 6H), 2.01–2.08 (m, 1H), 2.26 (s, 3H), 2.47 (s, 3H), 2.87 (s, 2H), 
4.04 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 4.74 (s, 2H), 6.76 (s, 1H), 7.34 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 7.40 (t, J = 7.2 Hz, 
2H), 7.46 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 9.55 (t, J = 2.6 Hz, 1H). 
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3): 
δ16.3, 16.7, 19.0, 27.9, 31.5, 38.6, 56.7, 73.8, 74.7, 123.9, 127.5, 127.8, 128.3, 130.4, 131.5, 134.4, 
137.1, 145.3, 153.9, 154.5, 202.2 
 
MS (EI): 
412 (0.02) [M]+, 91 (100) [Bn]+. 
 
 
  
第 4章 ナノ粒子点眼薬の作製と眼圧下降作用評価 
102 
 
Table 4-8 化合物 7 のスペクトルデータ  
 
IR(KBr): 
νmax 3031, 2961, 2928, 2874, 1758, 1707, 1470, 1454, 1370, 1266, 1242, 1211, 996, 972, 780, 734, 
698 cm–1. 
 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ 0.99 (d, J = 6.8 Hz, 6H), 1.60 (s, 6H), 2.04 (septet, J = 6.8 Hz, 1H), 2.23 (s, 3H), 2.48 (s, 3H), 
2.89 (s, 2H), 4.02 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 4.73 (s, 2H), 6.72 (s, 1H), 7.33 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 7.38 (t, J 
= 7.2 Hz, 2H), 7.45 (d, J = 7.2 Hz, 2H). 
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3): 
δ16.3, 16.5, 19.0, 27.9, 31.3, 39.2, 47.4, 73.8, 74.6, 123.6, 127.5, 127.7, 128.3, 129.8, 131.6, 135.2, 
137.2, 145.5, 154.0, 154.2, 177.2. 
 
HRMS (ESI): 
m/z calcd. for C25H32O6Na [M+Na]+ 451.2081, found 451.2064. 
 
 
 
Table 4-9 TML プロドラッグのスペクトルデータ  
 
IR(KBr): 
νmax 3422, 2966, 2924, 2875, 1759, 1727, 1590, 1471, 1360, 1247, 1165, 1135, 1012, 950, 823, 785, 
671, 651, 619, 588, 566 cm–1. 
 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ 1.03 (d, J = 6.8 Hz, 6H), 1.13 (t, J = 6.8 Hz, 3H), 1.62 (s, 3H), 1.63 (s, 3H), 1.93 (quintet, J = 6.8 
Hz, 2H), 2.10 (septet, J = 6.8 Hz, 1H), 2.23 (s, 3H), 2.28 (s, 3H), 2.45 (s, 2H), 2.73 (dq, J = 1.6, 
6.8 Hz, 2H), 3.27–3.32 (m, 1H), 3.34 (s, 3H), 3.46–3.52 (m, 2H), 3.56–3.63 (m, 1H), 3.86 (t, J = 
5.6 Hz, 2H), 3.92–3.96 (m, 1H), 4.14 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 6.69 (s, 1H), 6.80 (s, 1H), 7.75 (s, 1H) . 
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3): 
δ 15.8, 18.9, 20.3, 25.5, 27.9, 29.7, 32.3, 40.7, 41.4, 46.6, 50.2, 50.3 , 51.5, 58.8, 69.2, 75.8, 122.8, 
131.3, 133.56, 133.64, 137.9, 138.2, 140.3, 142.3, 143.5, 150.2, 156.0, 169.1  
 
HRMS (ESI): 
m/z calcd. for C37H52N3O10S3 [M+H]+ 794.2809, found 794.2816. 
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Table 4-10 ジメチル体 TML プロドラッグのスペクトルデータ  
 
IR(KBr): 
νmax 2966, 2932, 2876, 1758, 1720, 1470, 1370, 1241, 1214, 1170, 1076, 912, 863, 733, 653, 617, 
588 cm–1. 
 
1H NMR (700 MHz, CDCl3): 
δ 1.00 (d, J = 7.0 Hz, 6H), 1.05 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 1.56 (s, 3H), 1.57 (s, 3H), 1.91 (quintet, J = 7.0 
Hz, 2H), 2.05 (septet, J = 7.0 Hz, 1H), 2.22 (s, 3H), 2.24 (s, 3H), 2.48 (s, 3H), 2.51 (dq, J = 2.1, 
7.0 Hz, 2H), 3.06–3.10 (m, 1H), 3.19 (d, J = 18.2 Hz, 1H), 3.26 (d, J = 19.6 Hz, 1H), 3.28 (s, 3H), 
3.33 (s, 3H), 3.04–3.44 (m, 1H), 3.49–3.59 (m, 3H), 4.01–4.15 (m 4H), 4.76 (s, 2H) 6.67 (s, 1H), 
7.34 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 7.40 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 7.47 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 7.71 (s, 1H) . 
 
13C NMR (176 MHz, CDCl3): 
δ 14.0, 16.2, 16.3, 18.9, 27.8, 29.5, 31.30, 31.32, 33.2, 37.0, 39.5, 45.9, 46.6, 47.9, 51.0, 55.6, 58.7, 
69.1, 73.8, 74.8, 123.4, 127.6, 127.9, 128.5, 129.8, 131.5, 133.4, 135.5, 137.5, 141.0, 142.0, 143.8, 
145.2, 154.0, 154.5, 171.0. 
 
HRMS (ESI): 
m/z calcd. for C39H55N3O10S3 [M+H]+ 822.3122, found 822.3125. 
 
 
 
Table 4-11 化合物 8 のスペクトルデータ  
 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ -0.04 (s, 6H), 0.83 (s, 9H), 1.05 (d, 6H, J = 6.8 Hz), 1.55 (s, 6H), 2.14 (sept t, 1H, J = 6.8, 6.4 
Hz), 2.18 (t, 2H, J = 7.6 Hz), 2.26 (s, 3H), 2.46 (s, 3H), 3.50 (t, 2H, J = 7.6 Hz), 3.67 (d, 2H, J = 
6.4 Hz), 4.69 (s, 2H), 6.56 (s, 1H), 7.32-7.35 (m, 1H), 7.38-7.41 (m, 2H), 7.47-7.49 (m, 2H). 
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3): 
δ -5.3, 16.2, 16.6, 18.2, 19.8, 25.9, 18.6, 32.4, 40.2, 45.7, 61.4, 74.2, 75.4, 112.7, 127.7, 127.8, 
128.3, 128.4, 131.4, 133.1, 137.9, 150.0, 154.9 . 
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Table 4-12 化合物 9 のスペクトルデータ  
 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ 1.07 (d, 6H, J = 6.8 Hz), 1.57 (s, 6H), 2.15 (d sept, 1H J = 6.8, 6.8 Hz), 2.23 (t, 2H, J = 7.2 Hz), 
2.26 (s, 3H), 2.46 (s, 3H), 3.55-3.60 (m, 2H), 3.70 (d, 2H, J = 6.8 Hz), 4.70 (s, 1H), 6.59 (s, 1H), 
7.32-7.36 (m, 1H), 7.38-7.42 (m, 2H), 7.46-7.48 (m, 2H). 
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3): 
δ 16.3, 16.5, 19.8, 28.6, 32.4, 40.1, 45.7, 61.2, 74.1, 75.5, 112.9, 127.7, 127.8, 128.4, 1 28.7, 131.5, 
132.7, 137.7, 150.1, 154.8. 
 
 
 
Table 4-13 化合物 10 のスペクトルデータ  
 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ 1.06 (d, 6H, J = 6.4 Hz), 1.62 (s, 6H), 2.14 (d sept, 1H J = 6.4, 6.4 Hz), 2.27 (s, 3H), 2.48 (s, 3H), 
3.03 (d, 2H, J = 2.8 Hz), 3.70 (d, 2H, J = 6.4 Hz), 4.70 (s, 1H), 6.61 (s, 1H), 7.32-7.36 (m, 1H), 
7.38-7.42 (m, 2H), 7.46-7.48 (m, 2H), 9.51 (t, 1H J = 2.8 Hz).  
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3): 
δ 16.3, 16.7, 19.8, 28.4, 31.8, 39.1, 57.0, 74.2, 75.3, 112.9, 127.7, 127.9, 128.4, 129.3, 131.1, 131.3, 
137.6, 150.2, 154.0, 204.5. 
 
 
 
Table 4-14 化合物 11 のスペクトルデータ  
 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ 1.05 (d, 6H, J = 6.8 Hz), 1.63 (s, 6H), 2.14 (t sept, 1H, J = 8.8, 6.8 Hz), 2.24 (s, 3H), 2.47 (s, 3H), 
3.07 (,2h), 3.69 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 4.68 (s, 2H), 6.57 (s, 1H), 7.31 -7.34 (m, 1H), 7.36-7.40 (m, 
2H), 7.45-7.47 (m, 2H). 
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3): 
δ 15.9, 16.6, 19.8, 28.5, 31.7, 39.9, 47.1, 74.2, 75.3, 112.6, 127.8, 128.4, 128.4, 128.8, 131.4, 131.8, 
137.8, 150.0, 154.2, 178.7. 
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Table 4-15 エーテル体 TML プロドラッグのスペクトルデータ  
 
IR: 
νmax 2958, 2930, 2871, 2362, 1497, 1464, 1454, 1355, 1225, 1168, 1121, 1071, 1029, 969, 832, 796, 
737, 699, 651 cm–1. 
 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ 1.06 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.09 (d, J = 6.8 Hz, 6H), 1.56 (s, 3H), 1.59 (s, 3H), 1.82 (quintet, J = 6.4 
Hz, 2H), 2.18 (septet, J = 7.2 Hz, 1H), 2.28 (s, 3H), 2.32 (s, 3H), 2.56-2.66 (m, 2H), 2.90 (d, J = 
12.8 Hz, 1H), 3.03 (d, J = 12.8, 1H), 3.15 (quint, J = 6.8 Hz, 1H), 3.32 (s, 3H), 3.39-3.51 (m, 3H), 
3.62 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 3.80-3.89 (m, 3H), 4.63 (dd, J = 10.7, 14.0 Hz, 2H), 6.72 (br-s, 1H), 7.35-
7.43 (m, 4H), 7.48 (d, J = 6.8 Hz, 2H). 
 
HRMS (ESI): 
m/z calcd. for C36H52N3O8S3 [M+H]+ 750.2911, found 750.2911. 
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4.4.2 TML プロドラッグナノ粒子の作製  
 
○実験  
 
試薬  
 
アセトン (DOJINDO, Sp)、ポリソルベート 80、植物由来(和光純薬、生化学用) 
これらの試薬は、市販のものを精製せずそのまま用いた。  
 超純水は、超純水作製装置(sartorius、アリウム 611UV)で精製したものを用いた。  
 
実験装置  
 
 マグネティックスターラーは、マグミキサー(yamato, MH301)を用いた。  
 
実験方法  
 
・サンプル  
 TML プロドラッグ、エーテル体 TML プロドラッグは、4.4.1 節で合成したサンプルを用
いた。  
 
・TML プロドラッグナノ粒子水分散液の調製  
 30 mL サンプル管に超純水(10 mL)を入れた後、スターラーバーを入れ、マグネティック
スターラーを用いて激しく撹拌した。そこへ、マイクロシリンジを用いて 10 mg/mL TML
プロドラッグ アセトン溶液(100 L)を注入した。 
 
・エーテル体 TML プロドラッグナノ粒子水分散液の調製  
 30 mL サンプル管に超純水(10 mL)を入れた後、スターラーバーを入れ、マグネティック
スターラーを用いて激しく撹拌した。そこへ、マイクロシリンジを用いて 10 mg/mL エー
テル体 TML プロドラッグ、20 mg/mL ポリソルベート 80 アセトン溶液(100 L)を注入し
た。  
 
・高濃度分散液の調製  
 実験条件 1 
 4 mL サンプル管に超純水(800 L)を入れた後、スターラーバーを入れ、マグネティック
スターラーを用いて激しく撹拌した。そこへ、マイクロシリンジを用いて 25 mg/mL TML
プロドラッグ、x mg/mL ポリソルベート 80 のアセトン溶液(200 L)を注入した。その後、
透析を 2 回行った。アセトン溶液に添加したポリソルベート 80 濃度を Table 4-16 に示す。 
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Table 4-16 ポリソルベート 80 の濃度  
 
 
 
 
 
実験条件 2 
4 mL サンプル管に超純水(800 L)を入れた後、スターラーバーを入れ、氷冷しながらマグ
ネティックスターラーを用いて激しく撹拌した。そこへ、マイクロシリンジを用いて 25 
mg/mL TML プロドラッグ、50 mg/mL ポリソルベート 80 のアセトン溶液(200 L)を注入し
た。その後、10 分間、アイスバス中で撹拌した。室温まで戻した後、得られた分散液を 2
回透析した。  
 
測定装置  
 
・走査型電子顕微鏡(SEM) 
 作製した TML プロドラッグナノ粒子の SEM 観察は、2.3 節と同様の手法で行った。  
 
・動的光散乱法(DLS) 
 作製した TML プロドラッグナノ粒子の DLS 測定は、4.2.2 節と同様の手法で行った。  
 
・Zeta 電位測定  
 作製した TML プロドラッグナノ粒子の Zeta 電位測定は、2.3 節と同様の手法で行った。 
 
・光透過率測定  
 作製した TML プロドラッグナノ粒子水分散液、1% Azopt の光透過率測定は、紫外可視
近赤外分光光度計(日本分光、V-570)を用いて行った。測定サンプルは、0.5% TML プロドラ
ッグナノ粒子水分散液(実験条件 2)および 1% Azopt を 1 mm セルに入れて用いた。測定波
長は、300－800 nm で行った。  
 
・粉末法 XRD 測定 
 作製した TML プロドラッグナノ粒子の粉末法 XRD 測定は、2.3 節と同様の手法で行っ
た。   
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○結果と考察  
 
・TML プロドラッグおよびエーテル体 TML プロドラッグのナノ粒子化  
 
 作製した TML プロドラッグナノ粒子のサイズ・形状を評価するために、SEM 観察を行
った。結果として、TML プロドラッグナノ粒子は、球状粒子となっていることが明らかと
なった(Figure 4-16)。また、DLS によりサイズ分布を評価したところ、平均粒径が約 200 nm
であることがわかった(Figure 4-16)。以上の結果から、ブリンゾラミドに TML 基を化学修
飾することでもナノ粒子が生成することが判明した。  
 また、TML プロドラッグナノ粒子分散液の Zeta 電位を測定した。結果として、－49.6 
mV と非常に大きい Zeta 電位を有していることが分かった(Figure 4-17)。そのため、TML
プロドラッグナノ粒子は、静電反発により高い分散安定性を示すことが考えられる。実際
に、TML プロドラッグナノ粒子分散液は、1 週間以上安定に分散した。  
 
一方、エーテル体 TML プロドラッグナノ粒子に関しては、DLS 測定と SEM 観測から平
均粒径約 130 nm のナノ粒子が生成していることが確認された (Figure 4-18)。これは、ブリ
ンゾラミドにエーテル体 TML 基を化学修飾した場合にも、ナノ粒子の作製が可能となっ
たことを意味する。また、エーテル体 TML プロドラッグナノ粒子の分散液においても高
い Zeta 電位を有していることが分かった(Figure 4-19)。  
 
Figure 4-16 TML プロドラッグナノ粒子の SEM 像とサイズ分布   
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Figure 4-17 TML プロドラッグナノ粒子の Zeta 電位  
 
 
 
 
 
 
Figure 4-18 エーテル体 TML プロドラッグナノ粒子の SEM 像とサイズ分布  
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Figure 4-19 エーテル体 TML プロドラッグナノ粒子の Zeta 電位  
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・高濃度分散液の調製  
 
 点眼薬へと応用するため、TML プロドラッグナノ粒子の高濃度分散液の調製を試みた
(実験条件 1)。TML プロドラッグの分散液濃度を 0.5%としたところ、サイズが大きい粒子
が生成し、サイズ分布が非常に広い分散液が得られた (Figure 4-20, Entry 1)。また、再沈澱
後、数分程度で凝集してしまい、分散安定性も非常に低いことが明らかとなった。そこで、
粒子サイズの減少、分散安定性の向上を目指し、生体適合性界面活性剤であるポリソルベ
ート 80 をアセトン溶液に混合し、TML プロドラッグを再沈澱させることとした。結果と
して、界面活性剤濃度が上昇するにつれ、サイズが大きい粒子が減少し、粒子のサイズ分
布が狭くなることが分かった(Figure 4-20)。このことから、界面活性剤を加えることで、粒
子の成長を抑制することに成功した。これは、第 3 章で考察した通り、界面活性剤が粒子
の成長を抑制したためだと考えられる。  
しかしながら、分散液中の界面活性剤濃度を 2%まで増大させても、依然としてサイズ分
布は広いことが分かった。そこで、さらに粒子サイズを減少させるため、アセトン溶液を
注入する時の貧溶媒を氷冷しながら、TML プロドラッグを再沈澱させた(実験条件 2)。そ
の結果、約 200 nm 程度のナノ粒子が生成していることが分かった (Figure 4-21)。  
疎水性置換基の化学修飾と同様に、再沈澱時の貧溶媒の温度が、低くなることでも、対
象化合物の過飽和度が増大する。そのため、超純水の温度を室温から 0 °C 程度まで低下さ
せることで、粒子核の生成を促進し、粒子の成長が抑制されたと考察した。  
また、得られた TML プロドラッグナノ粒子の Zeta 電位を測定したところ、－61.2 mV と
非常に大きい値を示した(Figure 4-22)。そのため、高濃度分散液であるにもかかわらず、
TML プロドラッグナノ粒子の静電反発と、界面活性剤の効果により、2～3 日程度安定に
分散した。  
 1% Azopt に関しては、患者が点眼後、目の前が白くなってしまい、使用感が悪いという
問題点があることが判明している 8)。そこで、作製した 0.5% TML プロドラッグナノ粒子
水分散液と 1% Azopt の光透過率測定を行った。その結果、1% Azopt の場合、全波長域で
透過率が 0.2%以下とほとんど光が透過していないことが判明した (Figure 4-23)。一方、TML
プロドラッグナノ粒子水分散液は、800 nm 付近では透過率が約 20%であり、1% Azopt と
比較し、100 倍程度の光透過率を示すことが明らかとなった (Figure 4-23)。これは、1% Azopt
中のブリンゾラミドが 10 m 以上のファイバー状の構造体を形成しているのに対し (Figure 
1-9)、TML プロドラッグは平均粒径 200 nm 以下の微小なナノ粒子を形成しているため、
光散乱強度が減少したと考えられる(Figure 4-21)。以上の結果から、TML プロドラッグナ
ノ粒子水分散液を用いることで、点眼後の使用感の改善が期待される。  
 次に、TML プロドラッグナノ粒子の結晶性を評価するため、粉末法 XRD 測定を行った。
その結果として、回折ピークは観測されず、結晶性の低いアモルファスであることが明ら
かとなった(Figure 4-24)。 
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Figure 4-20 実験条件 1 で作製した TML プロドラッグナノ粒子の SEM 像 
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Figure 4-21 実験条件 2 で作製した TML プロドラッグナノ粒子の SEM 像とサイズ分布  
 
 
 
 
 
 
Figure 4-22 実験条件 2 で作製した TML プロドラッグナノ粒子の Zeta 電位  
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Figure 4-23 TML プロドラッグナノ粒子水分散液と 1% Azopt の光透過率測定  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-24 TML プロドラッグナノ粒子の粉末法 XRD 測定 
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4.5 TML プロドラッグナノ粒子点眼薬の薬効評価  
 
4.5.1 TML プロドラッグナノ粒子の加水分解挙動  
 
○実験  
 
試薬  
 
 MeOH (和光純薬、LC/MS 用)、ギ酸(和光純薬、LC/MS 用), PBS (－) (和光純薬、細胞培
養用) 
 これらの試薬は、市販のものを精製せずそのまま用いた。  
 標準サンプル用 0.01%ブリンゾラミド水溶液は、4.3.1 節で調製したサンプルを用いた。 
 ラット前房水は、4.3.1 節と同様の手法で採取した。  
 
実験方法  
 
・サンプル  
TML プロドラッグナノ粒子水分散液は、4.4.2 節で作製した高濃度分散液のサンプル(実
験条件 2)を超純水で 50 倍希釈したものを用いた。  
エーテル体 TML プロドラッグナノ粒子水分散液は、4.4.2 節で作製したサンプルを用い
た。  
 
・前房水中での加水分解  
 ラット前房水中での加水分解は、4.3.1 節と同様の方法で行った。なお、サンプルを採取
する時間を TML プロドラッグナノ粒子は、0.5, 1, 2, 3, 5, 10, 30, 60, 120 分後に、エーテル
体 TML プロドラッグナノ粒子は、5, 10, 30, 60, 120 分後として行った。  
 
・PBS 中での加水分解  
 PBS 中での加水分解は、4.3.1 節と同様の方法で行った。  
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測定装置  
 
・LC-MS/MS 
 加水分解速度の評価は、LC-MS/MS を用いて行った。TML プロドラッグの LC-MS/MS 測
定条件を以下に示す。  
 
 カラム：逆相カラム(Imtakt Unison UK-C8, 2×100 mm)、カラム温度：30 °C、移動相：
水+ 0.1%ギ酸/ MeOH + 0.1%ギ酸＝70/30－20/80 at 1 分、流速：0.3 mL/min、サンプル注入
量：1 L、保持時間：ブリンゾラミド(1.9 分)、TML プロドラッグ(6.4 分), Precursor ion: ブ
リンゾラミド(m/z 384.00)、TML プロドラッグ(m/z 794.20) 
 
エーテル体 TML プロドラッグの LC-MS/MS 測定条件を以下に示す。  
 
 カラム：逆相カラム(Imtakt Unison UK-C8, 2×100 mm)、カラム温度：30 °C、移動相：
水+ 0.1%ギ酸/ MeOH + 0.1%ギ酸＝70/30－10/90 at 1 分、流速：0.3 mL/min、サンプル注入
量：1 L、保持時間：ブリンゾラミド (2.7 分 )、エーテル体 TML プロドラッグ(6.2 分 ),  
Precursor ion: ブリンゾラミド(m/z 384.00)、エーテル体 TML プロドラッグ(m/z 750.30) 
 
TML プロドラッグおよびエーテル体 TML プロドラッグの標準サンプルは、0.01%水分
散液(10 L)、0.01%ブリンゾラミド水溶液(5 L)に、水(85 L)、MeOH (900 L)を加え、
MeOH:水＝9:1 で 1/10 に希釈することで調製した。  
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○結果と考察  
 
 TML プロドラッグナノ粒子の加水分解挙動を評価するため、前房水中へと添加したとこ
ろ、5 分後にはほとんどの TML プロドラッグナノ粒子が加水分解され、30 分後には TML
プロドラッグのピークが観測されなかった(Figure 4-25)。さらに、ブリンゾラミドのピーク
も 5 分後にはほぼ標準サンプルと同程度の強度まで観測された。このことから、TML プロ
ドラッグは、加水分解されたのちに直ちにブリンゾラミドへと変換されていることが明ら
かとなった。また、PBS 中で 120 分加熱したところ、TML プロドラッグのピーク強度がほ
とんど変化していないことから、37 °C での加熱により、TML プロドラッグは分解しない
ことが分かった。以上の結果から、TML プロドラッグは、ラット前房水中に存在する加水
分解酵素により分解され、ブリンゾラミドを放出していることが確認された。  
 次に、TML プロドラッグの加水分解点であるカルボネート結合部分を、エーテル結合と
したエーテル体 TML プロドラッグナノ粒子の加水分解挙動を評価した(Figure 4-26)。その
結果、エーテル体 TML プロドラッグのピーク強度が 2 時間後でも変化が見られなかった。
さらに、ブリンゾラミドのピークも出現しなかったことから、エーテル体 TML プロドラ
ッグナノ粒子は、前房水中でブリンゾラミドを放出できないことが分かった。  
 4.4.1 節で考察した通り、TML プロドラッグは、分子の外側に加水分解点であるカルボ
ネート結合を有している(Figure 4-3)。そのため、分子の内側に加水分解点が存在するコレ
ステロールプロドラッグ類縁体と比較し、加水分解が進行しやすいことが予想される。ま
た、加水分解後、3 つのメチル基により、芳香環とブリンゾラミドとをつなぐリンカー部
分の C－C 結合の回転が抑制されるため、分子内反応が進行しやすく、ブリンゾラミドの
放出が早いと考察した(Scheme 4-6)。一方、エーテル体 TML プロドラッグナノ粒子からブ
リンゾラミドが放出されなかったことから、TML プロドラッグナノ粒子は、カルボネート
結合部位が加水分解された後に、ブリンゾラミドが放出されることが明らかとなった。ま
た、ブリンゾラミドと TML 基が連結するアミド結合は加水分解されないことがわかった。  
以上の結果から、TML プロドラッグは、分子設計の通り、加水分解、ブリンゾラミドの
放出が非常に速い構造を有していることが明らかとなった。また、TML プロドラッグナノ
粒子は、ブリンゾラミドを放出可能であることから、点眼後、十分量の TML プロドラッグ
ナノ粒子が眼内へと移行することができれば、眼圧下降作用を示すことが想定される。  
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Figure 4-25 TML プロドラッグナノ粒子の加水分解挙動  
 
 
 
 
 
 
Figure 4-26 エーテル体 TML プロドラッグナノ粒子の加水分解挙動  
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4.5.2 TML プロドラッグナノ粒子点眼薬の眼圧下降作用評価  
 
○実験  
 
試薬  
 
 1% Azopt (Alcon)、イソフルラン(Pfizer), NaCl (和光純薬、試薬特級)、ポリソルベート 80、
植物由来(和光純薬、生化学用) 
 これらの試薬は、市販のものを精製せずそのまま用いた。  
 
実験動物  
 
 SD ラット(10－12 週齢、オス)は、4.3.1 節と同様の条件で飼育してから実験に用いた。  
 
実験方法  
 
・サンプル  
 TML プロドラッグナノ粒子点眼薬は、4.3.2 節と同様の方法で調製した。  
 0.2% Azopt は、1% Azopt を生理食塩水で 5 倍希釈したものを用いた。  
0.9%ポリソルベート 80 は、ポリソルベート 80 (10 L)を水(1 mL)に溶かし(1%), 1%ポリ
ソルベート 80 水溶液(90 L)に、9%食塩水(10 L)を加えることで、生理食塩水濃度と
し、適切な浸透圧を有する点眼薬を調製した。  
 
・眼圧測定  
 ラットの眼圧測定は、4.3.2 節と同様の手法で行った。  
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○結果と考察  
 
 ラットに TML プロドラッグナノ粒子点眼薬を点眼することで、眼圧下降作用を評価し
た。結果として、1 時間後にコントロールと比較し、有意な眼圧下降作用を示すことが明
らかとなった(Figure 4-27)。また、その後、左眼の値に近づいていく挙動が観測された。TML
プロドラッグナノ粒子は、ラット前房水中で速やかに加水分解が進行し、それに伴い、ブ
リンゾラミドを放出することが明らかとなっている (Figure 4-25)。このことから、TML プ
ロドラッグナノ粒子が眼内に移行し、加水分解により生成したブリンゾラミドが作用部位
である毛様体に到達し、眼圧下降作用を示したと考えられる。  
 また、1% Azopt を点眼した結果、1 時間後に有意な眼圧下降作用を示し、その後、ベー
スラインに戻っていく挙動が観測された(Figure 4-27)。さらに、眼圧下降率は TML プロド
ラッグナノ粒子点眼薬と比較し、どちらも約 15%と同程度の眼圧下降率を示した。TML プ
ロドラッグナノ粒子点眼薬と 1% Azopt の濃度を比較すると、1% Azopt 中のブリンゾラミ
ドのモル濃度が 26.1 mM であるのに対し、調製した 0.45% TML プロドラッグナノ粒子点
眼薬中の TML プロドラッグのモル濃度は 5.67 mM であった(Table 4-17)。このことは、TML
プロドラッグナノ粒子点眼薬は、1% Azopt と比較し、1/5 の点眼薬濃度で同程度の薬理活
性を示すことを意味する。さらに、1% Azopt を 5 倍希釈した 0.2% Azopt を点眼したとこ
ろ、左右の眼圧に変化は見られず、眼圧下降作用は観測されなかった (Figure 4-27)。  
 対照実験として、界面活性剤として添加したポリソルベート 80 の点眼実験を行った
(Figure 4-28)。結果として、左右の眼圧差は観測されず、TML プロドラッグナノ粒子点眼
薬で眼圧が減少した要因は、ポリソルベート 80 ではないことが明らかとなった。  
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Figure 4-27 TML プロドラッグナノ粒子点眼薬、1% Azopt, 0.2% Azopt の眼圧下降作用  
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Table 4-17 TML プロドラッグナノ粒子点眼薬と 1% Azopt の点眼薬濃度の比較  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-28 ポリソルベート 80 の点眼  
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4.5.3 TML プロドラッグナノ粒子点眼薬の眼内移行性評価  
 
○実験  
 
試薬  
 
 イソフルラン(Pfizer)、セボフルラン(丸石製薬)、ケタミン塩酸塩(第一三共)、キシラジン
塩酸塩(Bayer HealthCare)、生理食塩水(大塚製薬), MeOH (和光純薬、LC/MS 用)、ギ酸(和光
純薬、LC/MS 用) 
 これらの試薬は、市販のものを精製せずそのまま用いた。  
 検量線サンプル用 0.01%ブリンゾラミド水溶液は、4.3.1節で調製したサンプルを用いた。 
 検量線サンプル用 0.01% Azopt は、1% Azopt (10 L)に、水(990 L)を加えた。  
 
実験動物  
 
 SD ラット(11－19 週齢、オス)は、4.3.1 節と同様の条件で飼育してから実験に用いた。  
 
実験方法  
 
・サンプル  
 TML プロドラッグナノ粒子点眼薬は、4.5.2 節で調製したサンプルを用いた。  
 
・眼内移行性評価  
 SD ラットに、5%イソフルランで吸入麻酔をかけ、両眼に点眼薬(10 L)を点眼した。10, 
30, 60, 90, 120, 180 分後に、セボフレンで吸入麻酔をかけた後に、ケタミン塩酸塩 (160 mg/kg)、
キシラジン塩酸塩(16 mg/kg)の混合液を筋肉注射し、麻酔をかけた。両眼を生理食塩水(20 
L×2)で洗い、30G の注射針で前房水(15 L)を採取し、MeOH (135 L)へと入れた。10000 
rpm で 5 分間遠心分離し、上澄み(120 L)を採取した。  
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測定装置  
 
・LC-MS/MS 
 眼内移行性の評価は、LC-MS/MS を用いて行った。TML プロドラッグの LC-MS/MS 測定
条件は、4.5.1 節と同様の条件で行った。Azopt の LC-MS/MS 測定条件を以下に示す。  
 
 カラム：逆相 ODS カラム(Imtakt Cadenza CD-C18, 2×100 mm)、カラム温度：30 °C、移
動相：水+ 0.1%ギ酸/ MeOH + 0.1%ギ酸＝70/30、流速：0.3 mL/min、サンプル注入量：1 L、 
保持時間：ブリンゾラミド(2.1 分), Precursor ion: ブリンゾラミド(m/z 384.00) 
 
 TML プロドラッグの検量線用サンプルは、0.01%水分散液(10 L), 0.01%ブリンゾラミド
水溶液(10 L)に、水(80 L), MeOH (900 L)を加え(1000 ppb), MeOH:水＝9:1 で 1/10 (100 
ppb)→1/10 (10 ppb)→1/10 (1 ppb)に希釈することで調製した。  
 Azopt の検量線用サンプルは、0.01% Azopt (10 L)に、水(90 L), MeOH (900 L)を加え 
(1000 ppb), MeOH:水＝9:1 で 1/10 (100 ppb)→1/10 (10 ppb)→1/10 (1 ppb)に希釈することで
調製した。  
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○結果と考察  
 
 ブリンゾラミドの作用機序は、毛様体で炭酸脱水酵素の働きを阻害し、房水の産生を抑
制することで眼圧下降作用を発現することがすでに判明している 3,8,9)。毛様体と前房水は
接していることから、ブリンゾラミドは前房水を経由して毛様体へと到達していると考え
られる。そのため、前房水中のブリンゾラミドの濃度は、眼圧下降作用に大きく関係して
いる。そこで、点眼後の前房水中のブリンゾラミドおよび TML プロドラッグの濃度を評
価した。  
 TML プロドラッグナノ粒子点眼薬を点眼したところ、60 分後に生理活性体であるブリ
ンゾラミドの濃度がピークに達し、その後減少することが明らかとなった (Figure 4-29)。ま
た、加水分解されていない TML プロドラッグも観測された。一方、1% Azopt を点眼した
場合にも、60 分後にブリンゾラミド濃度がピークに達し、その後、減少することが明らか
となった(Figure 4-29)。TML プロドラッグナノ粒子点眼薬を点眼後、60 分後のブリンゾラ
ミドと TML プロドラッグの眼内における濃度の和は、1% Azopt を点眼後、60 分後のブリ
ンゾラミドの濃度とほぼ同じであることからも、TML プロドラッグナノ粒子点眼薬が 1% 
Azopt と比較し、1/5 の点眼薬濃度で同程度の薬効を示したことが支持される。  
 TML プロドラッグナノ粒子点眼薬は、TML プロドラッグのナノ粒子で構成されている
(Figure 4-21)。そのため、角膜のバリア機能を透過しやすく、結果として眼内移行性が高い
ことが示唆される(Figure 4-30)。一方、Azopt は、ブリンゾラミドのマイクロファイバーで
構成されているため、眼内移行性が低いと考えられる (Figure 1-9)。TML プロドラッグナノ
粒子は、角膜を透過後、前房水で速やかに加水分解されブリンゾラミドを放出する (Figure 
4-25)。その後、毛様体へとブリンゾラミドが到達し、炭酸脱水酵素の働きを阻害すると考
えられる。その結果として、前房水の産生を抑制し、眼圧下降作用を示したと考察した。 
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Figure 4-29 TML プロドラッグナノ粒子点眼薬と 1% Azopt の眼内移行性評価  
 
 
 
 
 
 
Figure 4-30 TML プロドラッグナノ粒子点眼薬と 1% Azopt の眼内移行性の比較  
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4.5.4 TML プロドラッグナノ粒子点眼薬の毒性評価  
 
○実験  
 
試薬  
 
 ヘマトキシリン溶液 (武藤化学、Type M)、0.3%エオシンアルコール溶液 (武藤化学 ), 
ApopTag Red In Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon International, Inc.) 
 これらの試薬は、市販のものを精製せずそのまま用いた。  
 
実験方法  
 
・サンプル  
 TML プロドラッグナノ粒子点眼薬は、4.5.2 節で調製したサンプルを用いた。  
 
・ラットへの点眼  
 ラットへの点眼は、調製した TML プロドラッグナノ粒子点眼薬(10 L)をラットの右眼
に 1 日 1 回、1 週間連続で点眼した。  
 
・HE 染色  
 1 週間連続で点眼したラットから眼球を採取し、角膜の低温切片を作製した。次に、ヘ
マトキシリン溶液で 1 分、0.3%エオシンアルコール溶液で 30 秒染色することで検体を得
た。  
 
・TUNEL 染色  
 1 週間連続で点眼したラットから眼球を採取し、角膜の低温切片を作製した。次に、
ApopTag Red In Situ Apoptosis Detection Kit を用いて TUNEL 染色することで検体を得た。  
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○結果と考察  
 
 TML プロドラッグナノ粒子点眼薬が眼圧下降作用を有することが明らかとなったが、眼
に対する強い毒性がある場合、薬として用いることができない。そこで、TML プロドラッ
グナノ粒子点眼薬を点眼後の角膜へ対する毒性評価を行った。  
まず、TML プロドラッグナノ粒子点眼薬を点眼後の角膜組織への毒性評価を行うため、
ラットへ 1 日 1 回 1 週間連続点眼後の角膜の HE 染色を行った。結果として、生理食塩水、
Azopt を点眼した場合と比較し、TML プロドラッグナノ粒子点眼薬を点眼後に、角膜上皮
の膜厚の変化は観測されなかった(Figure 4-31)。このことから、TML プロドラッグナノ粒
子点眼薬は、角膜の肥大化などの副作用を示さないことが明らかとなった。  
 また、点眼後の角膜細胞の細胞死を検出するため TUNEL 染色を行った 10,11)。ポジティ
ブコントロールは角膜を DNaseI で処理し、アポトーシスを誘導したサンプルである。ア
ポトーシスが誘導された細胞は赤く染色される(Figure 4-32)。一方、TML プロドラッグナ
ノ粒子点眼薬を点眼した場合、生理食塩水、Azopt を点眼した場合と同様に、赤く染色さ
れた細胞は検出されず、角膜細胞が細胞死を起こしていないことが分かった(Figure 4-32)。
このことから、TML プロドラッグナノ粒子点眼薬は、角膜細胞に対しても毒性を示さない
ことが明らかとなった。  
 以上の結果から、TML プロドラッグナノ粒子点眼薬は、低濃度で眼圧下降作用を示し、
点眼後の角膜に対する毒性を示さないことが分かった。すなわち、TML プロドラッグナノ
粒子点眼薬は、非常に有用な点眼薬となることが期待される。  
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Figure 4-31 HE 染色によるラット角膜組織への毒性評価  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-32 TUNEL 染色によるラット角膜細胞への毒性評価  
  
第 4章 ナノ粒子点眼薬の作製と眼圧下降作用評価 
130 
 
4.6 TML プロドラッグ類縁体の合成とナノ粒子化  
 
4.6.1 TML プロドラッグ類縁体の合成  
 
 Iso-TML プロドラッグの合成スキームを Scheme 4-7 に、二置換体 TML プロドラッグの
合成スキームを Scheme 4-8 に示す。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Scheme 4-7 Iso-TML プロドラッグの合成  
 
 
 
Scheme 4-8 二置換体 TML プロドラッグの合成  
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Table 4-18 化合物 14 のスペクトルデータ  
 
IR(KBr): 
νmax 2964, 2932, 1759, 1631, 1469, 1453, 1430, 1343, 1313, 1225, 1212, 1169, 1147, 1128, 1017 , 
911, 850, 734, 699, 652, 621, 591 cm–1. 
 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ 0.97 (d, 6H, J = 6.4 Hz), 1.17 (t, 2H, J = 6.4 Hz), 1.55 (s, 3H), 1.73 (s, 3H), 1.84-1.91 (m, 2H), 
1.99-2.06 (m, 1H), 2.27 (s, 3H), 2.55 (s, 3H), 2.74-2.78 (m, 1H), 3.04-3.08 (m, 2H), 3.06 (s, 3H), 
3.16 (s, 3H), 3.28 (s, 3H), 3.34-3.54 (m, 7H), 4.02-4.11 (m, 3H), 4.76 (s, 2H), 6.88 (s, 1H), 7.21 (s, 
1H), 7.34-7.36 (m, 1H), 7.38-7.42 (m, 2H), 7.47-7.49 (m, 2H), 8.07 (s, 1H). 
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3): 
δ 16.6, 16.3, 16.5, 18.8, 18.9, 27.8, 29.3, 31.5, 32.7, 35.8, 39.2, 40.0, 41.8, 46.0, 47.7, 49.4, 58.6, 
69.1, 73.8, 74.8, 123.5, 127.6, 127.8, 128.5, 128.9, 129.7, 131.6, 136.4, 137.6, 138.9, 141.8, 145.3, 
148.1, 154.0, 154.5, 159.6, 172.9. 
 
 
 
Table 4-19 Iso-TML プロドラッグのスペクトルデータ  
 
IR(KBr): 
νmax 3365, 3260, 2964, 2930, 1760, 1650, 1470, 1454, 1355, 1245, 1212, 1162, 1112, 1021, 99 9, 
972, 735, 699, 650, 604, 564 cm–1. 
 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ 0.94 (d, 6H, J = 6.8 Hz), 1.18 (t, 2H, J = 6.8 Hz), 1.53 (s, 3H), 1.82 (s, 3H), 1.87-1.92 (m, 2H), 
1.96-2.03 (m, 1H), 2.29 (s, 3H), 2.55 (s, 3H), 2.89 (br, 1H), 3.06-3.12 (m, 1H), 3.30 (s, 3H), 3.33-
3.56 (m, 6H), 3.98-4.02 (m, 1H), 4.06-4.10 (m, 1H), 4.15 (br, 1H), 4.71 (s, 2H), 5.37 (s, 2H), 6.83 
(s, 1H), 7.04 (s, 1H), 7.36-7.42 (m, 3H), 7.47-7.49 (m, 2H). 
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3): 
δ 16.3, 16.5, 18.8, 27.7, 29.0, 29.8, 31.7, 39.2, 39.9, 44.9, 45.9, 49.3, 58.6, 69.0, 74.0, 75.0, 123.3, 
127.7, 127.9, 128.4, 129.2, 129.9, 131.6, 136.0, 137.0, 138.8, 142.0, 145.3, 147.8, 153.8, 154.0, 
173.0. 
 
HRMS (ESI): 
m/z calcd. for C37H51N3NaO10S3 [M+Na]+ 816.2629, found 816.2633. 
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Table 4-20 二置換体 TML プロドラッグのスペクトルデータ  
 
IR: 
νmax 2963, 2359, 1759, 1652, 1453, 1358, 1297, 1240, 1210, 1168, 1110, 1018, 998, 971, 868, 781, 
735, 699, 651 cm–1. 
 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ 0.90 (d, J = 6.8 Hz, 6H), 1.01 (d, J = 6.8 Hz, 6H), 1.12 (t, J = 6.8 Hz, 3H), 1.54 (s, 3H), 1.66 (s, 
6H), 1.73 (s, 3H), 1.79-1.84 (m, 2H), 1.96 (septet, J = 6.8 Hz, 1H), 2.08 (septet, J = 6.8 Hz, 1H), 
2.25 (s, 3H), 2.27 (s, 3H), 2.41 (s, 3H), 2.48 (s, 2H), 2.54 (s, 3H), 2.74 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 2.98-
3.04 (m, 2H), 3.28 (s, 3H), 3.32-3.50 (m, 7H), 3.94-3.99 (m, 1H), 4.02-4.06 (m, 2H), 4.10-4.15 (m, 
3H), 4.75 (d, J = 8.4 Hz, 4H), 6.17 (br-s, 1H), 6.74 (s, 1H), 6.89 (br-s, 1H), 7.32-7.41 (m, 6H), 7.48 
(d, J = 7.2 Hz, 4H), 8.98 (s, 1H). 
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3): 
δ 14.2, 16.1, 16.3, 16.4, 16.5, 18.87, 18.98, 21.1, 27.77, 27.84, 29.3, 31.4, 32.1, 32.8, 39.9, 40.8, 
46.0, 49.4, 50.2, 58.6, 60.4, 69.0, 73.7, 74.3, 74.6, 75.5, 123.4, 123.7, 127.3, 127.6, 127 .7, 128.2, 
128.3, 129.5, 131.3, 131.4, 133.6, 136.1, 137.0, 137.4, 144.9, 145.7, 153.7, 154.2, 154.9, 155.5, 
168.7, 170.9 
 
HRMS (ESI): 
m/z calcd. for C62H81N3NaO15S3 [M+Na]+ 1226.4722, found 1226.4718. 
  
第 4章 ナノ粒子点眼薬の作製と眼圧下降作用評価 
133 
 
4.6.2 TML プロドラッグ類縁体ナノ粒子の作製 
 
○実験  
 
試薬  
 
アセトン (DOJINDO, Sp)、ポリソルベート 80、植物由来(和光純薬、生化学用) 
これらの試薬は、市販のものを精製せずそのまま用いた。  
 超純水は、超純水作製装置(sartorius、アリウム 611UV)で精製したものを用いた。  
 
実験装置  
 
 マグネティックスターラーは、マグミキサー(yamato, MH301)を用いた。  
 
実験方法  
 
・サンプル  
 TML プロドラッグ類縁体は、4.6.1 節で合成したサンプルを用いた。  
 
・TML プロドラッグ類縁体ナノ粒子水分散液の調製  
 TML プロドラッグ類縁体ナノ粒子水分散液は、4.4.2 節の TML プロドラッグナノ粒子水
分散液と同様の方法で作製した。  
 
・高濃度分散液の調製  
 高濃度分散液の調製は、4.4.2 節と同様の方法で行った。  
 
測定装置  
 
・走査型電子顕微鏡(SEM) 
 作製した TML プロドラッグ類縁体ナノ粒子の SEM 観察は、2.3 節と同様の手法で行っ
た。  
 
・動的光散乱法(DLS) 
 作製した TML プロドラッグ類縁体ナノ粒子の DLS 測定は、4.2.2 節と同様の手法で行っ
た。  
 
・Zeta 電位測定  
 TML プロドラッグ類縁体ナノ粒子水分散液の Zeta 電位測定は、2.3 節と同様の手法で行
った。   
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○結果と考察  
 
 TML プロドラッグ類縁体ナノ粒子の作製は、再沈法により行った。まず初めに、0.01%
水分散液を調製した。作製した TML プロドラッグ類縁体ナノ粒子のサイズ・形状を評価
するために、SEM 観察を行った。結果として、Iso-TML プロドラッグナノ粒子は、球状粒
子となっていることが明らかとなった(Figure 4-33)。また、DLS によりサイズ分布を評価し
たところ、平均粒径が約 300 nm であることがわかった(Figure 4-33)。さらに、二置換体 TML
プロドラッグナノ粒子は、100 nm 以下と非常に小さいナノ粒子が生成していることが明ら
かとなった(Figure 4-34)。第 2 章で考察した通り、再沈法において、過飽和度が高いほど微
小な粒子が生成することが明らかとなっている。そのため、疎水性置換基である TML 基
を 2 分子化学修飾した二置換体 TML プロドラッグナノ粒子は、一置換体である TML プロ
ドラッグナノ粒子および Iso-TML プロドラッグナノ粒子と比較し、粒子サイズが減少した
と考えられる。  
 得られた TML プロドラッグ類縁体ナノ粒子の Zeta 電位を測定したところ、Iso-TML プ
ロドラッグナノ粒子、二置換体 TML プロドラッグナノ粒子共に－50 mV 程度と非常に高
い Zeta 電位を有していることが明らかとなった(Figure 4-35, 4-36)。そのため、ナノ粒子間
の静電反発により分散安定性が高く、1 週間以上安定に分散した。  
 
 次に、点眼薬へと応用するため、0.5%高濃度分散液の調製を行った。界面活性剤を添加
せずに Iso-TML プロドラッグナノ粒子を作製したところ、200 – 400 nm 程度のナノ粒子が
生成した(Figure 4-37)。また、二置換体 TML プロドラッグナノ粒子の場合は 100 – 200 nm
のナノ粒子が得られた(Figure 4-37)。しかし、どちらの分散液も分散安定性が低く、すぐに
凝集した。  
そこで、分散安定性を向上させるため、TML プロドラッグナノ粒子の高濃度分散液と同
様に、分散液中の濃度が 1%となるようにポリソルベート 80 の添加を行った。作製したサ
ンプルの DLS 測定を行ったところ、Iso-TML プロドラッグナノ粒子の平均粒径が 130 nm
程度であることがわかった(Figure 4-38)。ところが、SEM 観察を行ったところ、粒子が観
測されず、フィルターの穴がふさがれている部分が観測された(Figure 4-39)。Iso-TML プロ
ドラッグナノ粒子は、ろ過及び乾燥させる段階で構造を保つことができず、フィルター上
で膜状になったと推測される。また、0.01%分散液および界面活性剤を添加しない 0.5%分
散液では SEM 観察が可能であったことから、界面活性剤を加えたことで粒子の生成状態
に変化が起きた可能性がある。  
 二置換体 TML プロドラッグの高濃度分散液に関しては、DLS 測定から平均粒径 100 nm
と非常に小さいナノ粒子が生成しており、SEM 観察の結果とも一致した(Figure 4-40)。  
 界面活性剤を加えて調整した TML プロドラッグ類縁体ナノ粒子の高濃度分散液は、界
面活性剤を加えなかった場合と比較し、分散安定性が非常に高く、1 週間以上安定に分散
した。これは、Zeta 電位が－45 mV 前後と非常に高い値を示したことと界面活性剤の添加
により分散安定性が向上したことが考えられる(Figure 4-41, 4-42)。  
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Figure 4-33 Iso-TML プロドラッグナノ粒子の SEM 像とサイズ分布  
 
 
 
 
Figure 4-34 二置換体 TML プロドラッグナノ粒子の SEM 像とサイズ分布  
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Figure 4-35  Iso-TML プロドラッグナノ粒子の Zeta 電位  
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-36 二置換体 TML プロドラッグナノ粒子の Zeta 電位  
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Figure 4-37 界面活性剤を添加せずに調製した高濃度分散液の TML プロドラッグ類縁体
ナノ粒子の SEM 像  
 
 
 
 
 
 
Figure 4-38 界面活性剤を 1%添加して調製した高濃度分散液の Iso- TML プロドラッグナ
ノ粒子のサイズ分布  
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Figure 4-39 界面活性剤を 1%添加して調製した高濃度分散液の Iso-TML プロドラッグナ
ノ粒子の SEM 像と模式図 
 
 
 
 
 
Figure 4-40 界面活性剤を 1%添加して調製した高濃度分散液の二置換体 TML プロドラッ
グナノ粒子の SEM 像とサイズ分布  
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Figure 4-41 界面活性剤を 1%添加して調製した高濃度分散液の Iso-TML プロドラッグナ
ノ粒子の Zeta 電位  
 
 
 
 
 
 
Figure 4-42 界面活性剤を 1%添加して調製した高濃度分散液の二置換体 TML プロドラッ
グナノ粒子の Zeta 電位  
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4.7 TML プロドラッグ類縁体ナノ粒子点眼薬の薬効評価  
 
4.7.1 TML プロドラッグ類縁体ナノ粒子の加水分解挙動  
 
○実験  
 
試薬  
 
 MeOH (和光純薬、LC/MS 用)、ギ酸(和光純薬、LC/MS 用), PBS (－) (和光純薬、細胞培
養用) 
 これらの試薬は、市販のものを精製せずそのまま用いた。  
 検量線・標準サンプル用 0.01%ブリンゾラミド水溶液は、4.3.1 節で調製したサンプルを
用いた。  
 ラット前房水は、4.3.1 節と同様の手法で採取した。  
 
実験方法  
 
・サンプル  
TML プロドラッグ類縁体ナノ粒子水分散液は、4.8.2 節で作製した高濃度分散液(界面活
性剤入り)のサンプルを水で 50 倍希釈したものを用いた。  
 
・前房水中での加水分解  
 ラット前房水中での加水分解は、4.3.1 節と同様の方法で行った。なお、サンプルを採取
する時間を、Iso-TML プロドラッグナノ粒子の場合は、0.5, 1, 2, 3, 5, 10, 30, 60, 120 分後、
二置換体 TML プロドラッグナノ粒子の場合は、5, 10, 30, 60, 120, 180, 360 分後とした。  
 
・PBS 中での加水分解  
 PBS 中での加水分解は、4.3.1 節と同様の方法で行った。  
 
測定装置  
 
・LC-MS/MS 
 加水分解速度の評価は、LC-MS/MS を用いて行った。Iso-TML プロドラッグの LC-MS/MS
測定条件を以下に示す。  
 
 カラム：逆相カラム(Imtakt Unison UK-C8, 2×100 mm)、カラム温度：30 °C、移動相：
水+ 0.1%ギ酸/ MeOH + 0.1%ギ酸＝70/30－10/90 at 1 分、流速：0.3 mL/min、サンプル注入
量：1 L、保持時間：ブリンゾラミド(2.0 分), Iso-TML プロドラッグ(6.1 分), Precursor ion: 
ブリンゾラミド(m/z 384.00), Iso-TML プロドラッグ(m/z 794.30)  
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二置換体 TML プロドラッグの LC-MS/MS 測定条件を以下に示す。  
 
 カラム：逆相カラム(Imtakt Unison UK-C8, 2×100 mm)、カラム温度：30 °C、移動相：
水+ 0.1%ギ酸/ MeOH + 0.1%ギ酸＝70/30－5/95 at 1 分、流速：0.3 mL/min、サンプル注入量：
1 L、保持時間：ブリンゾラミド(2.0 分)、二置換体 TML プロドラッグ(6.6 分), Precursor 
ion: ブリンゾラミド(m/z 384.00)、二置換体 TML プロドラッグ(m/z 1221.40) 
  
Iso-TML プロドラッグの加水分解生成物の LC-MS/MS 測定条件を以下に示す。  
 
 カラム：逆相カラム(Imtakt Unison UK-C8, 2×100 mm)、カラム温度：30 °C、移動相：
水+ 0.1%ギ酸/ MeOH + 0.1%ギ酸＝70/30－10/90 at 1 分、流速：0.3 mL/min、サンプル注入
量：1 L、保持時間：ブリンゾラミド(6.3 分)、加水分解生成物(7.9 分), Precursor ion: ブリ
ンゾラミド(m/z 384.00)、加水分解生成物(m/z 694.20) 
 
検量線用サンプルは、4.5.3 節の TML プロドラッグと同様の方法で調製した。  
Iso-TML プロドラッグの標準サンプルは、4.5.1 節の TML プロドラッグと同様の方法で
調製した。  
二置換体 TML プロドラッグの標準サンプルは、4.3.1 節の二置換体コレステロールプロ
ドラッグと同様の方法で調製した。  
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○結果と考察  
 
 Iso-TML プロドラッグナノ粒子の加水分解挙動を前房水中で評価したところ、Iso-TML
プロドラッグナノ粒子は酵素により、5 分後にほとんど加水分解されていることが明らか
となった(Figure 4-43, 4-44)。一方、ブリンゾラミドの放出は、TML プロドラッグナノ粒子
と比較し、遅いことが分かった(Figure 4-44)。  
 二置換体 TML プロドラッグナノ粒子の加水分解は、TML プロドラッグナノ粒子、Iso-
TML プロドラッグナノ粒子と比較し、非常に遅く、6 時間後に約 50%が加水分解されてい
ないことが明らかとなった(Figure 4-43, 4-44)。また、それに伴い、ブリンゾラミドの放出
挙動も非常に遅いことが分かった(Figure 4-44)。 
 TML プロドラッグナノ粒子と Iso-TML プロドラッグナノ粒子の加水分解挙動を比較す
ると、加水分解速度は同程度であるにもかかわらず、ブリンゾラミドの放出速度に関して
は、Iso-TML プロドラッグナノ粒子は、TML プロドラッグナノ粒子と比較し、遅いことが
わかった。酵素による加水分解は、TML プロドラッグおよび Iso-TML プロドラッグは、ど
ちらも分子の外側に加水分解点が位置するため、非常に速いと考えられる (Figure 4-45)。加
水分解速度が同程度であるため、ブリンゾラミドの放出速度の違いは、分子内反応速度の
差であることが予想される。TML プロドラッグは、3 つの Me 基により、C－C 結合の回転
が抑制され、速やかに分子内反応が進行する。一方、 Iso-TML プロドラッグは、分子内反
応が起こる際、アミド結合部位の Et 基およびブリンゾラミド骨格の環との立体反発によ
り、環化反応の進行が遅くなると考察される(Fgiure 4-45)。さらに、TML 基とブリンゾラ
ミドの結合部位であるアミド結合の二重結合性を比較すると、TML プロドラッグのアミド
結合は、電子吸引基であるスルホニル基により、アミド結合の二重結合性が減少するため、
アミド結合の開裂が進行しやすいと結論付けた(Scheme 4-9)。以上のことから、立体的要因
および電子的要因により、 Iso-TML プロドラッグナノ粒子のブリンゾラミド放出速度は
TML プロドラッグナノ粒子と比較し、遅いと考察した。また、Iso-TML プロドラッグナノ
粒子の加水分解生成物が観測された(Figure 4-46)。加水分解生成物は、時間経過とともに減
少し、ブリンゾラミドのピークが増大することからも、上記の考察が支持される (Figure 4-
46)。  
 二置換体 TML プロドラッグナノ粒子と一置換体である TML プロドラッグナノ粒子を比
較すると、二置換体 TML プロドラッグナノ粒子は、加水分解速度、ブリンゾラミド放出速
度ともに遅いことが明らかとなった(Figure 4-44)。ブリンゾラミドプロドラッグの加水分解
は、第 2 章の PPT 二量体ナノ粒子と同様に、ナノ粒子表面近傍で起きていることが示唆さ
れる。また、ブリンゾラミドプロドラッグの水に対する溶解度は 0 ではないため、ナノ粒
子表面近傍では、分子の吸脱着が起きていると考察される(Figure 4-47)。吸脱着が起きてい
る分子の数を比較すると、水に対する溶解度の高い TML プロドラッグの方が、二置換体
TML プロドラッグと比較し、多くなると想定される。すなわち、ナノ粒子表面から脱離し、
分子状態として系中に存在する割合は、TML プロドラッグの方が多い。ナノ粒子として存
在するブリンゾラミドプロドラッグと比較すると、分子状態で存在するブリンゾラミドプ
ロドラッグの方が、酵素により加水分解されやすいことから、二置換体 TML プロドラッ
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グナノ粒子は、酵素による加水分解がより遅く、それに伴うブリンゾラミドの放出速度が
低下したと考察した。  
 以上の結果から、TML 基を化学修飾する部位を変化させることで、ブリンゾラミドの
放出速度が変化することが明らかとなった。  
 
 
 
 
 
Figure 4-43 Iso-TML プロドラッグナノ粒子と二置換体 TML プロドラッグナノ粒子の加
水分解挙動  
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Figure 4-44 Iso-TMLプロドラッグナノ粒子と二置換体 TMLプロドラッグナノ粒子の加水
分解とブリンゾラミドの放出挙動  
 
 
 
 
 
 
Figure 4-45 Iso-TML プロドラッグの加水分解機構  
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Scheme 4-9 アミド結合の二重結合性  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-46 Iso- TML プロドラッグの加水分解生成物  
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Figure 4-47 二置換体 TML プロドラッグの加水分解機構  
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4.7.2 TML プロドラッグ類縁体ナノ粒子点眼薬の眼圧下降作用評価  
 
○実験  
 
試薬  
 
 イソフルラン(Pfizer), NaCl (和光純薬、試薬特級) 
 これらの試薬は、市販のものを精製せずそのまま用いた。  
 
実験動物  
 
 SD ラット(10－11 週齢、オス)は、4.3.1 節と同様の条件で飼育してから実験に用いた。  
 
実験方法  
 
・サンプル  
 TML プロドラッグ類縁体ナノ粒子点眼薬は、4.3.2 節と同様の方法で調製した。  
 
・眼圧測定  
 ラットの眼圧測定は、4.3.2 節と同様の手法で測定した。  
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○結果と考察  
 
 TML プロドラッグ類縁体ナノ粒子点眼薬をラットに点眼し、眼圧下降作用を評価した。
Iso-TML プロドラッグナノ粒子点眼薬を点眼したところ、ナノ粒子点眼薬を点眼した右眼
の眼圧がコントロールとして生理食塩水を点眼した左眼と比較し、1 時間後から眼圧が下
降し始め、2 時間後に有意な眼圧下降作用が観測された(Figure 4-48)。また、二置換体 TML
プロドラッグナノ粒子点眼薬を点眼したところ、3 時間後に最も眼圧が減少した(Figure 4-
48)。  
 眼圧下降作用の発現時期が変化する要因として、1)ナノ粒子の眼内移行性および眼内移
行時間の変化、2)眼内での加水分解速度およびブリンゾラミド放出速度の変化が挙げられ
る。ナノ粒子の眼内移行性に関しては、二置換体 TML プロドラッグナノ粒子が最もサイ
ズが小さいため、眼内移行性が高く、眼内移行時間も短いことが予想される。しかし、眼
圧下降作用の発現時期は、二置換体 TML プロドラッグナノ粒子点眼薬が最も遅いため、
眼圧下降作用の発現時期に関して眼内移行性はほとんど関与していないと考えられる。  
一方、4.9.1 節で TML プロドラッグ類縁体ナノ粒子のブリンゾラミド放出速度を評価し
たところ、ブリンゾラミドの放出速度は、  
 
TML プロドラッグナノ粒子＞Iso-TML プロドラッグナノ粒子＞二置換体 TML プロドラッ
グナノ粒子  
 
であることが明らかとなった(Figure 4-44)。また、眼圧下降作用の発現時期の早さも、同様
の序列となっている(Figure 4-27, 4-48)。さらに、ブリンゾラミドが前房水の産生を抑制し、
眼圧下降作用を発現するためには、炭酸脱水酵素を 99%以上阻害する必要がある 12)。この
ことから、TML プロドラッグ類縁体ナノ粒子のブリンゾラミド放出速度が眼圧下降作用の
律速段階となっていることが示唆される。以上の結果から、ブリンゾラミドの放出速度を
制御することで、眼圧下降作用の発現時期を制御できることが判明した。  
 
 
Figure 4-48 Iso-TML プロドラッグナノ粒子点眼薬、二置換体 TML プロドラッグナノ粒子
点眼薬の眼圧下降作用   
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4.8 まとめ  
 
 第 4 章では、高い眼内移行性を有するナノ粒子点眼薬の創製を目指し、ブリンゾラミド
に疎水性置換基を化学修飾することでナノ粒子化を行った。また、得られたブリンゾラミ
ドプロドラッグナノ粒子の加水分解挙動と眼圧下降作用の相関を解明した。  
まず、ブリンゾラミドの疎水性を向上させるため、ブリンゾラミドに、疎水性置換基と
してコレステロールを化学修飾したコレステロールプロドラッグおよび二置換体コレステ
ロールプロドラッグを合成した。合成したコレステロール類縁体のナノ粒子化を再沈法に
より行ったところ、どちらもナノ粒子が生成することが明らかとなった。ブリンゾラミド
プロドラッグナノ粒子は、加水分解後ブリンゾラミドを放出することにより薬理効果を示
す。そのため、眼内の組織液であり、加水分解酵素を含む前房水中での加水分解挙動を評
価した結果、コレステロールプロドラッグ類縁体ナノ粒子は、酵素による加水分解が進行
しないことが明らかとなった。また、二置換体コレステロールプロドラッグナノ粒子点眼
薬をラットに点眼した場合、眼圧下降作用は観測されなかった。以上の結果から、加水分
解点であるカルバメート結合がブリンゾラミドと嵩高いコレステロール基の間にあり、酵
素が接近できないため、コレステロールプロドラッグ類縁体ナノ粒子が酵素により加水分
解されず、ブリンゾラミドを放出できないと考察した。  
次に、TML 基を化学修飾した TML プロドラッグを合成した。TML プロドラッグは、加
水分解点が分子の外側に位置するため、加水分解が進行しやすく、その後、3 つの Me 基に
より C－C 結合の回転が抑制されるために分子内反応が速やかに進行し、ブリンゾラミド
を放出しやすい設計となっている。合成した TML プロドラッグのナノ粒子化を行った。
再沈法の実験条件を最適化した結果、0.5%の高濃度分散液において、平均粒径が 200 nm の
ナノ粒子を作製可能になった。  
TML プロドラッグナノ粒子の加水分解挙動を評価したところ、速やかに加水分解が進行
し、ブリンゾラミドが放出されることが明らかとなった。得られた TML プロドラッグナ
ノ粒子点眼薬をラットに点眼したところ、1 時間後に、有意な眼圧下降作用が観測された。
また、ブリンゾラミドの上市薬である 1% Azopt を点眼した場合にも同様の挙動が観測さ
れた。TML プロドラッグナノ粒子点眼薬は、1% Azopt と比較し、モル濃度比で 1/5 であっ
たが、0.2% Azopt を点眼した場合、眼圧下降作用を示さなかった。以上のことから、TML
プロドラッグナノ粒子点眼薬は、高い眼内移行性を示し、眼内で酵素により加水分解され、
速やかにブリンゾラミドを放出するため、低濃度で眼圧下降作用を発現したと結論付けた。 
 次に、TML プロドラッグの加水分解制御を行うために、ブリンゾラミドの EtNH 基に
TML 基を化学修飾した Iso-TML プロドラッグ、2 つのアミン基に TML 基を化学修飾した
二置換体 TML プロドラッグを合成した。TML プロドラッグ類縁体のナノ粒子化を行った
ところ、0.5%高濃度分散液において、Iso-TML プロドラッグナノ粒子は平均粒径 130 nm、
二置換体 TML プロドラッグナノ粒子に関しては 100 nm 程度のナノ粒子が生成した。  
 作製した TML プロドラッグ類縁体ナノ粒子の前房水中での加水分解挙動を評価したと
ころ、Iso-TML プロドラッグナノ粒子の加水分解速度は TML プロドラッグナノ粒子と同
程度であることが判明した。しかし、ブリンゾラミド放出速度は、TML プロドラッグナノ
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粒子と比較し、遅いことが分かった。二置換体 TML プロドラッグナノ粒子に関しては、加
水分解速度、ブリンゾラミド放出速度共に非常に遅いことが明らかとなった。これらのナ
ノ粒子点眼薬をラットに点眼したところ、Iso-TML プロドラッグナノ粒子点眼薬は、2 時
間後に、二置換体 TML プロドラッグナノ粒子点眼薬は、3 時間後に眼圧の減少が観測され
た。これは、ブリンゾラミドの放出挙動と強い相関がある。すなわち、ブリンゾラミドの
放出速度を制御することで、眼圧下降作用の発現時間を制御することに成功した。  
 本研究で作製したナノ粒子点眼薬の戦略は、緑内障治療薬であるブリンゾラミドのみな
らず、様々な眼疾患の薬理活性化合物へと応用可能である。そのため、今後、新たな眼科
製剤の作製法として発展していくことが期待される。  
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本研究では、抗がん剤、点眼薬の DDS 研究へと応用可能な薬剤ナノ粒子の作製とその薬
効評価を行った。さらに、投与した薬剤ナノ粒子の細胞内、生体内での分解挙動について
明らかにすることで、薬剤ナノ粒子設計の最適化を図った。  
 
 第 2章では、リンカーの長さが異なる PPT 二量体のナノ粒子を作製し、その抗がん活性、
細胞浸透性、加水分解挙動の変化と、分子構造との相関を明らかにした。  
 リンカーの長さが異なる PPT 二量体 C4, PPT 二量体 C10, PPT 二量体 C18 および PPT 二
量体 SS の 4 種類の二量体化合物を合成した。PPT 二量体 C10 と PPT 二量体 SS は、同じ
長さのリンカーを有している。合成した PPT 二量体は、PPT とリンカーの間にエステル結
合を有しており、酵素による加水分解反応が可能な分子設計である。また、PPT 二量体 SS
は、リンカーの中心部分にジスルフィド結合を有しているため、還元剤による分解反応が
起こると考えられる。合成した PPT 二量体は、再沈法によりナノ粒子化したところ、PPT
二量体 C4 ナノ粒子が約 50 nm と最も小さく、リンカーの長さが長くなるにつれナノ粒子
のサイズが増大することが明らかとなった。  
 作製した PPT 二量体ナノ粒子の抗がん活性を評価したところ、PPT 二量体 C4 ナノ粒子
が最も高い活性を示し、リンカーの長さが長くなるにつれて活性が低くなることが明らか
となった。一方、PPT 二量体 SS ナノ粒子は、PPT 二量体 C10 ナノ粒子と比較し、リンカ
ーの長さが等しいにもかかわらず、高い抗がん活性を有することがわかった。  
 リンカーの長さが変化することで抗がん活性が異なる要因を明らかにするため、PPT 二
量体ナノ粒子の細胞浸透性を評価した。結果として、PPT 二量体ナノ粒子の細胞浸透性に
ほとんど変化は見られなかった。一方、PPT 二量体ナノ粒子の加水分解速度を評価したと
ころ、抗がん活性の差と同様の挙動を示していることが明らかとなった。また、PPT 二量
体 SS ナノ粒子は、リンカー部位にジスルフィド結合を有しているため、還元剤による分
解挙動も観測された。この結果は、PPT 二量体 C10 ナノ粒子と PPT 二量体 SS ナノ粒子の
抗がん活性の差によく反映されている。  
 以上の結果から、PPT 二量体ナノ粒子の PPT 放出速度と抗がん活性は非常に高い相関が
あることが判明した。  
 
 第 3 章では、プロドラッグ化を伴わない、SN-38 単量体から構成されるナノ結晶を作製
するために再沈法の実験条件の検討を行った。また、得られた SN-38 ナノ結晶の抗がん活
性をイリノテカン、SN-38 二量体ナノ粒子と比較した。  
 従来の再沈法に超音波照射を組み合わせることで、SN-38 ナノファイバーのアスペクト
比が減少し、長軸方向の長さが短いロッド状の構造体が得られることが明らかとなった。
また、超純水に注入する DMSO 溶液に界面活性剤を添加することでも同様の効果が得られ
た。そこで、超音波照射と界面活性剤の添加を組み合わせて再沈法を行ったところ、長軸
方向の長さが 100 nm 程度の SN-38 ナノ結晶を作製することに成功した。さらに、粉末法
XRD 測定により、SN-38 ナノ結晶は、SN-38 ナノファイバーと同形であることがわかった。
以上の結果から、超音波照射や界面活性剤を添加することで、生成する結晶核の数が増大
し、それに伴い、結晶成長が抑制されるため、長軸方向の長さが減少したと考察した。  
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 得られた SN-38 ナノ結晶を、がん細胞に投与したところ、SN-38 の水溶性プロドラッグ
で上市薬であるイリノテカンと比較し、非常に優れた活性を示した。また、SN-38 の疎水
性プロドラッグである SN-38二量体のナノ粒子と同程度の活性を有することが明らかとな
った。このことから、SN-38 単量体のみからなるナノ結晶を作製することでも、非常に優
れた活性を有する抗がん剤を作製できることがわかった。  
 
 第 4 章では、高い眼内移行性を有するナノ粒子点眼薬の創製を目指し、ブリンゾラミド
に疎水性置換基を化学修飾することでナノ粒子化を行った。また、得られたブリンゾラミ
ドプロドラッグナノ粒子の加水分解挙動と眼圧下降作用の相関を解明した。  
まず、ブリンゾラミドの疎水性を向上させるため、ブリンゾラミドに、疎水性置換基と
してコレステロールを化学修飾したコレステロールプロドラッグおよび二置換体コレステ
ロールプロドラッグを合成した。合成したコレステロール類縁体のナノ粒子化を再沈法に
より行ったところ、どちらもナノ粒子が生成することが明らかとなった。ブリンゾラミド
プロドラッグナノ粒子は、加水分解後ブリンゾラミドを放出することにより薬理効果を示
す。そのため、眼内の組織液である前房水中での加水分解挙動を評価した結果、コレステ
ロールプロドラッグ類縁体ナノ粒子は、酵素による加水分解が進行しないことが明らかと
なった。また、二置換体コレステロールプロドラッグナノ粒子点眼薬をラットに点眼した
場合、眼圧下降作用は観測されなかった。以上の結果から、加水分解点であるカルバメー
ト結合がブリンゾラミドと嵩高いコレステロール基の間にあり、酵素が接近できないため、
コレステロールプロドラッグ類縁体ナノ粒子が酵素により加水分解されず、ブリンゾラミ
ドを放出できないと考察した。  
次に、TML 基を化学修飾した TML プロドラッグを合成した。TML プロドラッグは、加
水分解点が分子の外側に位置するため、加水分解が進行しやすく、その後、3 つの Me 基に
より C－C 結合の回転が抑制されるために分子内反応が速やかに進行し、ブリンゾラミド
を放出しやすい設計となっている。合成した TML プロドラッグのナノ粒子化を行った。
再沈法の実験条件を最適化した結果、0.5%の高濃度分散液において、平均粒径が 200 nm の
ナノ粒子を作製可能になった。  
TML プロドラッグナノ粒子の加水分解挙動を評価したところ、速やかに加水分解が進行
し、ブリンゾラミドが放出されることが明らかとなった。得られた TML プロドラッグナ
ノ粒子点眼薬をラットに点眼したところ、1 時間後に、有意な眼圧下降作用が観測された。
また、ブリンゾラミドの上市薬である 1% Azopt を点眼した場合にも同様の挙動が観測さ
れた。TML プロドラッグナノ粒子点眼薬は、1% Azopt と比較し、モル濃度比で 1/5 であっ
たが、0.2% Azopt を点眼した場合、眼圧下降作用を示さなかった。以上のことから、TML
プロドラッグナノ粒子点眼薬は、高い眼内移行性を示し、眼内で酵素により加水分解され、
速やかにブリンゾラミドを放出するため、低濃度で眼圧下降作用を発現したと結論付けた。 
 次に、TML プロドラッグの加水分解制御を行うために、ブリンゾラミドの EtNH 基に
TML 基を化学修飾した Iso-TML プロドラッグ、2 つのアミン基に TML 基を化学修飾した
二置換体 TML プロドラッグを合成した。TML プロドラッグ類縁体のナノ粒子化を行った
ところ、0.5%高濃度分散液において、Iso-TML プロドラッグナノ粒子は平均粒径 130 nm、
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二置換体 TML プロドラッグナノ粒子に関しては 100 nm 程度のナノ粒子が生成した。  
 作製した TML プロドラッグ類縁体ナノ粒子の前房水中での加水分解挙動を評価したと
ころ、Iso-TML プロドラッグナノ粒子のブリンゾラミド放出速度は、TML プロドラッグナ
ノ粒子と比較し、遅いことが分かった。二置換体 TML プロドラッグナノ粒子に関しては、
加水分解速度、ブリンゾラミド放出速度共に非常に遅いことが明らかとなった。また、Iso-
TML プロドラッグナノ粒子点眼薬は、2 時間後に、二置換体 TML プロドラッグナノ粒子
点眼薬は、3 時間後に眼圧の減少が観測された。これは、ブリンゾラミドの放出挙動と強
い相関がある。すなわち、ブリンゾラミドの放出速度を制御することで、眼圧下降作用の
発現時間を制御することに成功した。  
 
 以上の結果から、「抗がん活性薬剤ナノ粒子」および「ナノ粒子点眼薬」の有用性が明ら
かとなった。また、プロドラッグの分子設計を最適化することで、薬剤ナノ粒子の薬効の
強弱や発現時期を制御可能であることを見出した。本論文における、分子デザインの方向
性や作用機序は基本的に同じであり、「薬剤ナノ粒子」の作製における本研究戦略の拡張性
や汎用性が十分に高いことを実証できた。  
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